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II. Selbständigkeitserklärung 





1.1. Geschichte der extrakorporalen Zirkulation 
Die historische Entwicklung der extrakorporalen Zirkulation begann mit isolierten Organperfusionen in 
der Mitte des 19. Jahrhunderts. Karl Eduard Loebell untersuchte 1849 mittels künstlicher Durchblutung 
einer explantierten Niere die Harnsekretion und den Sekretionsdruck im Ureter in Abhängigkeit vom 
Blutfluss (1). 1885 beschrieben Max von Frey und Max Gruber den ersten geschlossenen extrakorpora-
len Kreislauf, welcher bereits mit Thermometer, Luftfallen, Druckmessungen und dem ersten Film-
oxygenator ausgestattet war (2). Es sollte trotzdem noch fast 70 Jahre dauern, ehe die erste erfolgreiche 
Operation am offenen Herzen unter Zuhilfenahme einer aus heutiger Sicht als Ur-Herz-Lungen-
Maschine zu bezeichnenden Apparatur gelang: Dr. John Gibbon hatte am 6. Mai 1953 einen großen 
Vorhofseptumdefekt bei einem 18-jährigen Mädchen verschlossen und setzte damit einen Meilenstein 
in der modernen Herzchirurgie (3). Die Folgezeit war geprägt von zahlreichen, meist technisch 
bedingten Tiefschlägen, so dass, angetrieben durch den Pioniergeist der damaligen Zeit, alternative 
Methoden der extrakorporalen Zirkulation entwickelt wurden. Allen voran ist Dr. C. Walton Lillehei’s 
„Cross-Circulation“-Technik zu nennen. Hierbei dienten Herz und Lunge eines Elternteils dem zu 
operierenden, kindlichen Patienten als Pumpe und Oxygenator. Lillehei hat so in den Jahren 1954/1955 
bei 45 Kindern zum Teil komplexe intrakardiale Fehlbildungen korrigiert (4). Nicht zuletzt aufgrund 
ethischer Bedenken der Kollegen begann auch Lillehei, trotz guter Ergebnisse, zunehmend ein 
künstliches Oxygenationssystem zu nutzen, dessen Kernstück ein von Dr. Richard DeWall und ihm 
entwickelter Bubbleoxygenator war (5, 6).  
In etwa zur selben Zeit hat Dr. John Kirklin seine beeindruckende und erfolgreiche Serie von Herz-
operationen an der Mayo-Klinik in Rochester unter Verwendung einer modifizierten „Gibbon-
Maschine“ gestartet. Kirklin hat mit seiner Erfahrung und mit zahlreichen Studien dazu beigetragen, 
die Herz-Lungen-Maschine in der letzten Phase der Entwicklung entscheidend zu verbessern und deren 
Handhabung für den Routinebetrieb zu vereinfachen (7-10). Auch außerhalb der USA hat man sich 
intensiv mit der (Weiter-) Entwicklung der HLM beschäftigt. So bereiteten beispielsweise die Arbeits-
gruppen um Dr. Emil Bücherl und Dr. Rudolf Zenker mit ihren Konstruktionen und Experimenten den 
Weg für die ersten erfolgreichen Herzoperationen in Deutschland Ende der 1950iger Jahre (11-13). 
 
Unter dem Schutz der extrakorporalen Zirkulation war die Korrektur von immer komplexeren Herz-
fehlern möglich. Einzig die Therapie der Pumpschwäche, die aufgrund einer Dilatation der Herzhöhlen 
oder einer schweren Ischämie resultierte, blieb dem operativen Vorgehen verwehrt. Schnell war klar, 
dass ein möglicher Ausweg der Austausch des insuffizienten Herzens durch ein neues, biologisches 
Herz oder durch eine mechanische Pumpe ist. 
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So ist es wohl auch nicht verwunderlich, dass die Entwicklung artifizieller Blutpumpen, welche partiell 
oder komplett die Funktion des Herzens übernehmen, parallel zu experimentellen Arbeiten für die 
Herztransplantation begann. Erstmals kam 1963 am Baylor College of Medicine in Houston, Texas ein 
pneumatisch betriebener linksventrikulärer Bypass bei einem Menschen zum Einsatz, und 1966 im-
plantierte Dr. Michael E. DeBakey einer Patientin eine Pumpe, die temporär die linke Herzkammer 
unterstützte (14-16). 1969 wurde erstmals durch Dr. Denton Cooley einem Patienten ein komplett 
implantierbares, pneumatisch betriebenes Kunstherz eingesetzt, welches für 64 Stunden die Perfusion 
übernahm, ehe die Herztransplantation durchgeführt wurde (17).  
Heute werden mechanische Unterstützungssysteme weiterhin als Überbrückung zur Transplantation 
(bridge to transplant), aber auch als Überbrückung bis zur Erholung des geschädigten Herzens (bridge 
to recovery) oder gar als Alternative zur Herztransplantation (alternative to transplant, destination 
therapy) implantiert.  
 
 
1.2. Arten der extrakorporalen Zirkulation 
Die verschiedenen Formen der extrakorporalen Zirkulation ergeben sich aus dem jeweiligen Bedarf an 
Kreislaufunterstützung: Wird eine kurz-, mittel- oder langfristige Unterstützung mit oder ohne Oxy-
genierungsmöglichkeit benötigt?  
 
1.2.1. Der kardiopulmonale Bypass bei herzchirurgischen Standardeingriffen 
Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) wird heute täglich in Tausenden Operationssälen weltweit einge-
setzt, um bei Eingriffen am kardioplegischen Herzen kurzfristig eine vollständige Kreislaufunter-
stützung, Oxygenierung und Regulierung der Körpertemperatur zu ermöglichen. In der Standard-
HLM-Konstellation wird das venöse Blut über eine Kanüle im rechten Vorhof und dem damit 
verbundenen Schlauchsystem der Schwerkraft folgend in das Kardiotomiereservoir geleitet, in welches 
auch der sogenannte Kardiotomiesauger das Blut aus dem Operationssitus drainiert. Das Blut wird 
entschäumt und über einen Partikelfilter gereinigt, ehe es via Rollenpumpe zum Oxygenator befördert 
wird. Über eine semipermeable Membran erfolgt unter Sauerstoffzufuhr der Gastaustausch sowie über 
den in modernen Systemen integrierten Wärmetauscher die Regulierung der Körpertemperatur, bevor 
das Blut durch einen fakultativen arteriellen Blutfilter in die Aorta ascendens gepumpt wird. Trotz 
ständiger Bemühungen zur Verbesserung der Oberflächen-Biokompatibilität ist eine effiziente Anti-




1.2.2. Mechanische Kreislaufunterstützung als temporärer oder permanenter 
Herzersatz 
1.2.2.1. Extrakorporale Membranoxygenierung 
Die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) gleicht in ihrer Technik der Herz-Lungen-Ma-
schine und wird entsprechend der kanülierten Gefäßsysteme und der daraus sich ergebenden Kreisläufe 
in veno-venöse ECMO (VV-ECMO) und veno-arterielle ECMO (VA-ECMO) unterteilt. Entnommen 
wird das Blut aus großen Venen. Bei der VV-ECMO wird das oxygenierte Blut dann wieder einer 
Vene zugeführt und ist bei schwerem Lungenversagen mit noch ausreichender Funktion des Herzens 
indiziert. Bei der AV-ECMO hingegen wird das Blut am Herzen vorbei in eine Arterie geleitet. Der so 
entstehende Parallelkreislauf entlastet das Herz und empfiehlt sich zur Oxygenierung bei gleichzeitig 
bestehender kardialer Pumpinsuffizienz. Obwohl geeignet für den Einsatz bei Kindern und Erwachse-
nen, begrenzt sich die Indikation für die ECMO heutzutage in der Behandlung Neugeborener mit 
therapieresistenter respiratorischer Insuffizienz und von Kindern mit angeborenen Herzfehlern haupt-
sächlich nach operativen Korrektureingriffen zur kurz- bis mittelfristigen (1-30 Tage) Kreislauf-
unterstützung (18). 
 
1.2.2.2.  Ventricular Assist Device 
Für den mittel- und langfristigen Support stehen „Kunstherzen“, sogenannte Ventricular Assist Devices 
(VAD) zur Verfügung, die je nach Bedarf selektiv die Funktion einer oder beider Herzkammern über-
nehmen. Es handelt sich hierbei um reine Pumpsysteme ohne Oxygenierungseinheit, weshalb der 
Einsatz eines VAD die Funktionalität der Lungen voraussetzt. Man unterscheidet vollimplantierbare 
von parakorporalen, sowie entsprechend ihrer Funktionalität links-, rechts- und biventrikuläre Assist 
Devices (LVAD, RVAD, BiVAD). Ist Letzteres vollimplantierbar, spricht man vom „Total Artificial 
Heart“ (TAH).  
Die VADs gruppieren sich als pulsatile und nonpulsatile Systeme. Pulsatil heißt hier, dass analog zum 
Herzen rhythmisch Volumen vom künstlichen Ventrikel ausgeworfen wird und daher im Kreislauf ein 
systolischer und diastolischer Druck messbar werden. Die Pumpeinheiten bestehen aus einem flexiblen 
Kunststoffsack in einer rigiden Kammer und einer meist pneumatischen Kompressorvorrichtung, die es 
erlaubt, die Druckwerte in dieser Kammer (pulsatil) zu verändern, und so das Füllen und Entleeren des 
Kunststoffsackes mit Blut ermöglicht. Ein unidirektionaler Blutfluss wird über Ein- und Auslassklap-
pen (biologisch oder mechanisch) gewährleistet. 
Nonpulsatile Systeme sind turbinenähnliche Konstruktionen (Impeller-, Axialpumpen), die einen 
überwiegend laminären Fluss erzeugen. Ihre geringe Größe macht diese Axial- oder Impellerpumpen 
voll implantierbar, begrenzt aber deren Einsatzmöglichkeit momentan noch auf die Unterstützung des 
linken Ventrikels. Der unidirektionale Fluss wird ohne Klappen erreicht, was jedoch im Falle eines 
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Funktionsausfalles das kranke Herz zusätzlich durch eine funktionelle Aortenklappeninsuffizienz 
belastet. Die initialen Bedenken, der unphysiologische, annähernd nonpulsatile Fluss könne zu 
Organdysfunktionen führen, haben sich bisher auch im Langzeitverlauf nicht bestätigt (19). Überdies 
kommt es häufig durch die verbliebene Herzfunktion zum orthograden Volumenauswurf, der so zu 
einer gewissen Pulsatilität führt. Die schnelle und weite Verbreitung dieser Axialpumpen ist nicht 
zuletzt durch den geringeren Energiebedarf und die dadurch einfachere Energiebereitstellung zu 
erklären, was den Patienten, nach ersten Eindrücken, den Umgang mit dem künstlichen Herzen 
erleichtert. 
 
Ungeachtet ihres fundamentalen Beitrags zur Behandlung von Herzerkrankungen, induzieren sowohl 
HLM als auch VAD typische pathophysiologische Veränderungen im Gesamtorganismus, die in der 
Vergangenheit oft als Ganzkörperentzündung (systemic inflammatory response syndrome, SIRS) 
bezeichnet wurden (20-25). Inwieweit diese pathophysiologischen Veränderungen tatsächlich zu 
manifesten Organschäden führen können, hängt wesentlich von der Konfiguration der extrakorporalen 





Ziel dieser Habilitationsschrift ist die nähere Charakterisierung einzelner Teilaspekte der EKZ und 
ihrer Auswirkungen auf den Organismus.  
Teil 1 beschäftigt sich mit den unmittelbaren Folgen des Kontaktes körpereigener Substanzen mit den 
künstlichen Oberflächen der HLM bei herzchirurgischen Operationen: 
• Hat die HLM Einfluss auf die perioperative Myokardschädigung? 
• Triggert die HLM eine Endothelzellaktivierung? 
• Lassen sich die beobachteten pathophysiologischen Veränderungen durch Modifikation des 
klassischen HLM-Konzeptes beeinflussen? 
 
Im Teil 2 werden die pathophysiologischen Auswirkungen der prolongierten maschinellen Kreislauf-
unterstützung in Form des VAD auf das Herz untersucht: 
• Welchen Einfluss hat die mechanische ventrikuläre Entlastung auf die Funktionalität und die 
Morphologie des terminal insuffizienten Myokards? 
• Gibt es auf zellulärer Ebene Erklärungen für das „reverse Remodeling“? 
• Hat die Mastzelle direkten Einfluss auf die Kollagenanreicherung im geschädigten Herzen? 
  
2. Organveränderungen an der HLM 
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2.  Organveränderungen unter extrakorporaler Zirkulation – 
Beobachtungen an der Herz-Lungen-Maschine 
2.1. Minimierung des Herz-Lungen-Maschinen-Konzepts verringert die 
Myokardschädigung bei herzchirurgischen Eingriffen 
2.1.1. Einleitung 
Seit dem ersten erfolgreichen Einsatz im Jahre 1956 durch Dr. John Gibbon haben zahlreiche techni-
sche Innovationen die Herz-Lungen-Maschine zu einem sicheren, zuverlässigen und leistungsfähigen 
Instrument in Tausenden Operationssälen weltweit gemacht (3). Problematisch bleibt der Kontakt von 
Blutkomponenten mit den Kunststoffoberflächen, der, trotz zahlreicher neuer Beschichtungsverfahren 
zur Steigerung der Biokompatibilität, hauptverantwortlich gemacht wird für eine den ganzen Körper 
betreffende Entzündungsreaktion, das systemic inflammatory response syndrome (SIRS) (20-25). Als 
weitere Ursachen des SIRS müssen in diesem Zusammenhang die Ischämie und Reperfusion während 
und nach Aortenklemmung, die Endotoxinämie als Folge eventueller intestinaler Hypoperfusion sowie 
die Operation selbst angeführt werden. Es folgen Aktivierung des Komplementsystems, der Koagula-
tionskaskaden und Fibrinolyse, sowie die zelluläre Aktivierung von Thrombozyten, Neutrophilen, 
Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen. Das Ausmaß dieser Reaktionen hängt ab von der 
Oberfläche der Biomaterialien, der Perfusionsdauer, der Temperatur, dem Blut-Wund-Kontakt und 
nicht zuletzt von intraindividuellen Patientenfaktoren (26-31).  
Ein weiterer Problempunkt ist die reduzierte Sauerstoffbereitstellung (delivery of oxygen, DO2) unter 
HLM-Bedingungen. Obwohl der Gesamtfluss während der EKZ annähernd dem eines normalen Herz-
Zeit-Volumens entspricht, geht die systembedingte etwa 25% bis 40%ige Verringerung der Hämoglo-
binkonzentration mit einer ebensolchen Verringerung der DO2 einher (32, 33). Mit Hypothermie wird 
versucht, dem verringerten Sauerstoffangebot mit einem geringeren Sauerstoffbedarf zu begegnen. 
Trotzdem haben neuere Studien ergeben, dass unter HLM-Bedingungen der regionale Blutfluss und 
somit das Sauerstoffangebot in allen Organsystemen sinken (34). 
Neue minimierte Herz-Lungen-Maschinen-Konzepte, sog. Mini-HLM, könnten hier eine interessante 
Alternative darstellen. Eines dieser Mini-Systeme, das MECC-System (minimal extracorporeal circuit), 
befindet sich bereits in unserer Klinik im Einsatz. Leitprinzip bei der Entwicklung dieses Systems war 
die konsequente Reduktion von Fremdoberflächen. Im Gegensatz zu konventionellen HLM-Systemen 
handelt es sich beim MECC-System um ein geschlossenes System ohne Blut-Luft-Kontakt. Es ent-
fallen arterieller Blutfilter, Kardiotomiereservoir und Maschinensauger. Dadurch wird nicht nur die 
2. Organveränderungen an der HLM 
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Fremdoberfläche, sondern auch das zum Füllen des Systems notwendige Primingvolumen von etwa 
1500 ml auf 500 ml reduziert. Die Rollenpumpe weicht im MECC-System einer Zentrifugalpumpe. 
 
In dieser prospektiv randomisierten Studie haben wir den klinischen Einsatz von konventionellen und 
minimierten Herz-Lungen-Maschinen bei der aortokoronaren Bypass-OP im Hinblick auf die peri-




Sechzig Patienten mit koronarer Herzerkrankung und Indikation zur operativen Revaskularisation 
wurden prospektiv randomisiert entsprechend der zum Einsatz kommenden Herz-Lungen-Maschine 
auf 2 Gruppen verteilt. In der Standard-HLM kommen ein mikroporöser Membranoxygenator (Jostra 
Quadrox, Maquet Cardiopulmonary AG, Deutschland), ein Hartschalen-Kardiotomiereservoir mit 
entsprechender Saugvorrichtung, sowie eine Rollenpumpe (Jostra HL 20, Maquet Cardiopulmonary 
AG, Deutschland) zum Einsatz. Das MECC-System besteht aus einem neuartigen plasmadichten 
Diffusionsmembranoxygenator (Jostra Quadrox D, Maquet Cardiopulmonary AG, Deutschland), einer 
Zentrifugalpumpe (Jostra RotaFlow, Maquet Cardiopulmonary AG, Deutschland) und zu- und ab-
führenden Schlauchsystemen, während ein Kardiotomiereservoir mit entsprechendem Sauger sowie 
assoziierte Schlauchkomponenten fehlen. Blut aus dem OP-Situs wird hier zunächst über ein Cellsaver-
Device aufgenommen und nur bei Bedarf dem Patienten retransfundiert. Hieraus ergeben sich unter-
schiedliche Primingvolumina, die zur Vorfüllung der HLM notwendig sind. Während die Standard-
HLM mit 1000 ml kolloidaler und 500 ml kristalloider Lösung gefüllt wird, sind es im MECC-System 
nur 500 ml kristalloide Vollelektrolytlösung. Beide Systeme ermöglichen eine Flussunterstützung von 
2,0 – 2,5 l/min/m2 Körperoberfläche. 
 
2.1.2.1. Anästhesie 
Die Anästhesie wurde mit 1 g/kg Sufentanyl, 0,2 mg/kg Etomidat, 0,04 mg/kg Midazolam und      
0,15 mg/kg Cisatracurium eingeleitet und mit 1 g/kg/h Sufentanyl und 0,1 mg/kg/h Midazolam auf-
recht erhalten; volatile Anästhetika kamen nur bis zum Beginn des kardiopulmonalen Bypasses zum 
Einsatz. Alle Patienten wurden mit einem Endotrachealtubus intubiert und erhielten einen zentralen 
Venenkatheter, einen Arterienkatheter und einen Blasenkatheter. 
 
2.1.2.2. Operation 
Nach medianer Sternotomie erfolgt die Präparation der Bypassgrafts, der Arteria thoracica interna 
sinistra und der Vena saphena magna. Vor Anschluss der HLM wird zur systemischen Antikoagulation 
2. Organveränderungen an der HLM 
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Heparin (200 – 300 IU/kg) intravenös verabreicht, wobei beim Standard-System eine activated clotting 
time (ACT) von 400 Sekunden und beim MECC-System eine ACT von 250 Sekunden angestrebt wird. 
Beide Systeme werden in gleicher Weise über Kanülierung der Aorta ascendens und des rechten Vor-
hofes via venöse Zwei-Stufen-Kanüle angeschlossen. Nach Beginn des kardiopulmonalen Bypasses 
wird eine milde Hypothermie von 31ºC – 32,5ºC etabliert. 1x106 IU Aprotinin wird in die Priming-
lösung, weitere 1x106 IU/h während der EKZ-Zeit verabreicht. Die Koronaranastomosen werden unter 
Aortenabklemmung, die proximalen Venenanastomosen unter partieller Ausklemmung der Aorta 
ascendens angefertigt. Nach Beendigung er EKZ wird Heparin mit Protamin (1 mg / 100 IU Heparin) 
antagonisiert. 
 
2.1.2.3. Proben und Parameter 
Die Analyse der hämorheologischen Parameter, Hämoglobin (Hb) und Hämatokrit (Hkt), und der 
kardialen Parameter, Creatinkinase Isoenzym MB (CKMB) und Troponin T (TnT), erfolgte präoperativ 
sowie 6, 12 und 24 Stunden nach EKZ-Beginn. CKMB und Troponin T wurden mittels Elektrochemo-
lumineszenz-Technik (Elecsys 2010, Roche) bestimmt. Alle Werte wurden Hämatokrit-korrigiert. 
 
2.1.2.4. Statistik 
Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± Standardfehler präsentiert. Normalverteilung wurde mit dem 
Verfahren nach Kolmogorov-Smirnov geprüft. Der zweiseitige Student’s t-Test für abhängige Proben 
wurde verwendet, um die jeweiligen Werte eines Patienten zu analysieren, für unabhängige Proben, um 
Werte zwischen den Gruppen zu vergleichen. Nicht-parametrische Tests wurden für nicht-normalver-
teilte Daten herangezogen. Hierbei wurden Unterschiede zwischen den Gruppen in korrespondierenden 
Messungen mittels Mann-Whitney U-Test analysiert, während für die Werte eines jeweiligen Patienten 
der Wilcoxon-Test für gepaarte Proben verwendet wurde. Alle Berechnungen und Analysen wurden 
unter Verwendung von SPSS Version 11.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA) für ein Signifikanzniveau    




Die demographischen und perioperativen Daten sind in Tabelle 1 aufgelistet. Es gab keine statistisch 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich Alters, Körperoberfläche, präoperativer 
Ejektionsfraktion, Aortenabklemmzeit, EKZ-Dauer, Anzahl der Bypässe, Bedarf an inotroper Therapie 
sowie intensivstationären Aufenthalts. Die perioperative Mortalität betrug 0% und alle Patienten hatten 
einen unkomplizierten postoperativen Verlauf. Interessanterweise war der Blutverlust innerhalb der 
ersten 24 Stunden in der Standard-HLM-Gruppe höher als in der MECC-Gruppe (p < 0,05). 
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Tabelle 1: Perioperative Patientendaten 
 
Kriterium Standard-HLM MECC P-Wert 
Anzahl (n) 30 30  
Alter (Jahre) 63,8 ± 1,7 65,8 ± 2,2 0,487 
Körperoberfläche (m2) 2,00 ± 0,04 1,91 ± 0,03 0,077 
Präoperative EF (%) 63,1 ± 2,8 57,0 ± 3,5 0,180 
Bypässe (n) 3,8 ± 0,15 3,6 ± 0,15 0,439 
EKZ-Zeit (min) 92,1 ± 4,3 85,5 ± 3,4 0,234 
24-h Blutverlust (ml) 327 ± 46 222 ± 23 0,048 




Der präoperative Hämatokrit in der Standard-HLM-Gruppe war signifikant höher als in der MECC-
Gruppe (41% ± 0,5 vs. 39% ± 0,7; p < 0,005). Während der EKZ fiel der Hämatokrit in beiden 
Gruppen verglichen zu den Ausgangswerten (p < 0,0001). Unmittelbar postoperativ war die Hämo-
dilution in der MECC-Gruppe mit einem Hämatokritabfall von 8,9% ± 0,6 signifikant geringer als in 
der Standard-HLM-Gruppe mit 11,3% ± 0,5 (p < 0,005). Auch nach 12 und 24 Stunden war der 
Hämatokritabfall nach Einsatz des MECC-Systems geringer: 6,9% ± 0,6 vs. 9,8% ± 0,6 (p < 0,002) 
bzw. 7,9% ± 0,5 vs. 10,6% ± 0,6 (p < 0,002).  
 
2.1.3.2. Myokardmarker 
Die postoperativen Werte für Troponin T (ng/ml) waren im Verlauf nach 6, 12 und 24 Stunden in der 
MECC-Gruppe jeweils signifikant niedriger als in der Standard-HLM-Gruppe (0,07 ± 0,01 vs. 0,16     
± 0,04, p < 0,005; 0,12 ± 0,03 vs. 0,28 ± 0,08, p < 0,008; 0,21 ± 0,05 vs. 0,35 ± 0,09, p < 0,03). Auch 
die Werte für CKMB (U/l) unterschieden sich in Abhängigkeit von der HLM deutlich: bei Einsatz der 
MECC waren die 6- und 12-Stunden-Werte signifikant niedriger (22,5 ± 1,5 vs. 40,6 ± 3,3, p < 0,0001; 




Die extrakorporale Zirkulation führt zusammen mit dem Operationstrauma und der Ischämie/Re-
perfusion während und nach der Aortenabklemmung zur Aktivierung einer Vielzahl biologischer 
Systeme und zu Organdysfunktionen unterschiedlichen Ausmaßes. In dieser Studie haben wir die 
perioperative Myokardschädigung unter Verwendung zweier unterschiedlicher Herz-Lungen-
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Maschinen-Systeme, einer Standard- und einer Mini-HLM, untersucht. Fromes et al. gehörten zu den 
Ersten, die von ihren Erfahrungen mit dem auch von uns verwendeten Mini-System, der MECC, 
berichteten. Ihre Bemühungen konzentrierten sich auf inflammatorische Vorgänge und sie entdeckten 
signifikant niedrigere Konzentrationen von IL-6, TNF- und PMN-Elastase im Plasma der Patienten, 
die unter Einsatz des MECC-Systems operiert wurden (35). Vaislic et al. benutzten dieses Mini-System 
erfolgreich bei 40 Zeugen Jehovas, um den Blutverlust möglichst gering zu halten, und wiesen so auf 
den direkten klinischen Nutzen hin (36). In einer früheren, retrospektiven Studie wurde bereits über das 
seltenere Auftreten postoperativer Komplikationen einschließlich Myokardinfarzierung berichtet (37). 
Diesen Zusammenhang zwischen perioperativer myokardialer Schädigung und Minimierung des EKZ-
Setups griffen Immer et al. in ihrer aktuellen Veröffentlichung auf (38). Sie ermittelten beim Einsatz 
des MECC-Systems signifikant niedrigere CKMB- und Troponin-I-Konzentrationen im Plasma ihrer 
Patienten. Wesentliche Unterschiede zu unserer Studie ergeben sich vor allem aus dem Kardioplegie-
management und der technischen Ausbaustufe der Mini-HLM. Während Immer et al. im MECC-Setup 
kristalloide Kardioplegie einmalig und im Standard-Setup kalte Blutkardioplegie alle 20 Minuten mit 
einem abschließenden „hot-shot“ verabreichten, haben wir in beiden Gruppen durchweg Blutkardio-
plegie nach Calafiore nach dem gleichen Applikationsmodus und ohne „hot-shot“ eingesetzt. Des 
Weiteren haben wir weder eine Cardiosmart Saugvorrichtung noch eine Ultraschallsonde für Luft 
verwendet. Nichtsdestotrotz sind die Ergebnisse vergleichbar und scheinen nicht wesentlich beeinflusst 
von den Unterschieden im Setup. Die insgesamt höheren Werte der Myokardparameter in unseren 
Gruppen mögen durch die Korrektur nach Hämatokrit erklärt werden, die wir durchführten, um den 
Dilutionsfehler zu eliminieren. 
Bowen et al. untersuchten die Organschädigung im Allgemeinen, indem sie Indikatoren für oxidativen 
Stress bestimmten. Die Analyse ihrer Ergebnisse bescheinigte auch hier dem MECC-System Vorteile 
gegenüber der Standard-HLM (39). Bevor man die Frage, warum die Mini-HLM organ- und, wie auch 
unsere Ergebnisse zeigen, myokardschonender ist, zu beantworten versucht, müssen beide HLM-
Konzepte einschließlich des Setups erneut gegenübergestellt werden. Die demographischen und peri-
operativen Daten der Patienten einschließlich Chirurgen, chirurgische Techniken, Anzahl der Bypässe 
und EKZ-Zeiten waren in beiden Gruppen vergleichbar. Unterschiede bestanden im Gebrauch des 
Kardiotomiesaugers und der damit verbundenen Retransfusion von Blut aus dem OP-Situs über das 
venöse Kardiotomiereservoir zurück in den Kreislauf. Dieses im Operationsfeld zusammengelaufene 
und mit dem umliegenden Gewebe und Luft in Kontakt gekommene Blut soll die Entstehung einer 
unverhältnismäßigen Entzündungsreaktion unterstützen (29, 40, 41). Die Möglichkeit eines dadurch 
getriggerten Myokardschadens wird in Betracht gezogen (42-44). Außerdem wurden in diesem peri-
kardialen Saugerblut selbst hohe Konzentrationen von CK und CKMB gefunden, besonders wenn die 
standardisiert als Bypassgraft verwendete A. thoracica interna präpariert wurde. Im Falle der Retrans-
fusion erreichen diese Enzyme den Kreislauf und erhöhen so die systemische Konzentration (45). 
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Weitere Modifikationen betreffen die reduzierte Fremdoberfläche und der geringere Bedarf an 
Primingvolumen bei Mini-Systemen, was wiederum eine geringere Hämodilution zur Folge hat. Wie 
Gourlay et al. zeigen konnten, steigt die Aktivierung neutrophiler Granulozyten proportional zur 
Fremdoberfläche und umgekehrt proportional zum Hämatokrit (46, 47). Das Kardiotomiereservoir 
verstärkt diese Entzündungsreaktion darüber hinaus, nicht nur aufgrund seiner zusätzlichen Fremd-
oberfläche, sondern auch durch die Implementierung eines Blut-Luft-Kontaktes (48). 
Letztendlich beeinflusst auch die Art der Pumpe die Homöostase des Blutes in unterschiedlichem 
Umfang. In Studien konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von Zentrifugalpumpen anstelle von 
Rollenpumpen nicht nur eine geringere Hämolyse und Thrombozytenaktivierung zur Folge hat, 
sondern auch das postoperative Outcome der Patienten vor allem hinsichtlich neurologischer Kom-
plikationen entscheidend verbessert (49-51). 
 
Zusammenfassend verringert die Reduktion der Herz-Lungen-Maschine auf die wesentlichsten 
Bestandteile die perioperative Myokardschädigung bei der aortokoronaren Bypasschirurgie. Vor allem 
der Verzicht auf das Kardiotomiereservoir und die strikte Minimierung der Fremdoberflächen sind als 





2.2. Endothelschädigung während extrakorporaler Zirkulation – Welchen 
Einfluss hat eine Minimierung der Herz-Lungen-Maschine? 
2.2.1. Einleitung 
Der Einsatz der Herz-Lungen-Maschine bei herzchirurgischen Eingriffen hat die Aktivierung einer 
Vielzahl biologischer Systeme zur Folge und ist dadurch mitverantwortlich an der Entstehung post-
operativer Organdysfunktion und -schädigung. Im vorangegangen Kapitel konnten wir zeigen, dass 
sich das Ausmaß der perioperativen Myokardschädigung durch den Einsatz von auf das Wesentliche 
reduzierten Herz-Lungen-Maschinen-Systemen verringern lässt (52). Nun wollen wir untersuchen, 
welche Folgen der Einsatz der HLM auf das großflächigste Organ des menschlichen Körpers – auf das 
Endothel – hat und ob sich apparative Modifikationen auch hier auswirken. 
Bisher wurde die Funktion des Endothels indirekt über die Bestimmung von von Willebrand Faktor 
(vWF), löslichem Thrombomodulin (sTm), löslichem E-Selectin, Gewebe-Plasminogen-Aktivator oder 
löslichem Endothelzell-Protein-C-Rezeptor gemessen. Mittlerweile hat sich eine neue direkte Methode 
zur Beurteilung der endothelialen Integrität etabliert: die immunomagnetische Isolation zirkulierender 
Endothelzellen (circulating endothelial cells, CEC) aus dem peripheren Blut. Sie beruht auf der Patho-
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physiologie, dass es im Rahmen von Inflammationszuständen über direkte Neutrophileninteraktion, 
Zytokine und Proteasen oder durch mechanischen Stress oder aber durch veränderte Hafteigenschaften 
des Cadherin, Vitronectin, Fibronectin oder Integrin zum Ablösen einzelner Zellen aus dem Endothel-
verband kommt. Je mehr dieser Endothelzellen vom Untergrund gelöst in die Blutbahn abgegeben 
werden, desto größer wird der endotheliale Schaden vermutet. Unter physiologischen Bedingungen 
kommen in gesunden Individuen CECs in einer Konzentration von etwa 5 Zellen/ml Vollblut vor. 
Erhöhte Zahlen findet man unter anderem bei Sichelzellanämie, Infektionen mit Rickettsien oder 
Cytomegalievirus, bei verschiedenen Formen der Vasculitis oder bei Diabetes mellitus Typ II (53-55). 
Mutin et al. haben bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt oder instabiler Angina pectoris ebenfalls 
eine hohe Anzahl Endothelzellen im Blut entdeckt (56). Es konnte gezeigt werden, dass die Menge der 
CECs mit dem Stadium einer Krankheit korrelieren, weshalb man diese Methode bereits einsetzt, um 
Behandlungserfolge bei Patienten mit Nierentransplantatabstoßung oder akuter myeloischer Leukämie 
zu beurteilen (57, 58). 
 
In dieser Studie untersuchten wir das Ausmaß der perioperativen Endothelschädigung bei Patienten mit 
koronarer Herzerkrankung in Abhängigkeit der zum Einsatz kommenden Herz-Lungen-Maschine. Als 





Zwanzig Patienten mit koronarer Herzerkrankung und Indikation zur operativen Revaskularisation 
wurden prospektiv randomisiert entweder der Standard-HLM- oder der Mini-HLM- (MECC) Gruppe 
zugeteilt. Die Spezifikationen der beiden Systeme wurden bereits in Kapitel 2.1.2. besprochen. 
 
2.2.2.1. Anästhesie und Operation 
Die Durchführung der Narkosen und Operationen entsprach im Wesentlichen dem geschilderten 
Standardvorgehen in unserer Klinik (Kapitel 2.1.2.1. / 2.1.2.2.). 
 
2.2.2.2. Proben und Parameter 
Die Analyse der Parameter erfolgte präoperativ, 30 Minuten sowie 6, 12, 24 und 48 Stunden nach 
EKZ-Beginn. Unmittelbar nach der Blutentnahme in Citrat-Monovetten wurden die Proben für 
15 Minuten bei 3345 x g zentrifugiert (Heraeus Multifuge 1 S-R, Osterode, Deutschland). Der Über-
stand wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -70ºC gelagert. Die Bestimmung des von Willebrand 
Faktor Antigen (vWF:Ag) erfolgte immunoturbimetrisch unter Verwendung des Dade Behring 
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vWF:Ag Test-Kits (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, Deutschland). Die sTm-Konzentration 
wurde mit einem spezifischen Sandwich-ELISA Kit (human sCD141 ELISA kit, Diaclone Research, 
Besançon, Frankreich) ermittelt. 
 
2.2.2.3. Zirkulierende Endothelzellen (CEC) 
Die Blutprobe zur Bestimmung der Endothelzellzahl (EDTA-Monovette) wurde bei Sammelblut-
entnahmen zuletzt gewonnen, um eine Kontamination mit Endothelzellen aus dem Venenpunktions-
bereich zu vermeiden. Die CEC-Auszählung erfolgte sofort oder, falls nicht möglich, nach Lagerung 
bei 4ºC innerhalb der ersten 8 Stunden. 
CEC wurden mit einem immunomagnetischen Zellseparationsverfahren aus dem Vollblut der Patienten 
isoliert. Hierzu verwendeten wir 4,5 μm große, gleichförmige, monodisperse, paramagnetische Poly-
styrolkugeln, sogenannte M-450 Dynabeads (Dynal, Hamburg, Deutschland), die mit dem anti-human-
CD146 Antikörper (Biocytex, Marseilles, Frankreich) gekoppelt waren. Ein Milliliter Blut wurde mit 
1 ml PBS (Phosphate-buffered Saline) und 0,1% bovinem Serumalbumin verdünnt und mit den anti-
CD146 Dynabeads entsprechend den Herstellerangaben inkubiert. Die entstandenen Zell-Dynabead-
Komplexe wurden in einer Magnetvorrichtung (Dynal MPC) isoliert, in 100 μl Rhodamine-markierter 
Ulex-Europaeus-Agglutinin-1 Lösung (UEA-1, 1:10 Dilution, Linaris Wertheim, Deutschland) für eine 
Stunde inkubiert und nach entsprechenden Waschvorgängen in 100 μl PBS resuspendiert. Auf einer 
Nageotte Zählkammer (Brand, Wertheim, Deutschland) aufgetragen, wurden die CEC unter dem 
Fluoreszenz-Mikroskop (Leica DMLB, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) unter 
Verwendung des Exzitationsfilters N2 (BP 546/12) ausgezählt. In Übereinkunft mit Anderen wurden 
zirkulierende Endothelzellen identifiziert als gut abgrenzbare, runde oder ovale, Rhodamine-markierte 
Zellen mit einer Größe von 10 – 40 μm, an denen mehr als 4 Dynabeads anhaften (59).  
 
2.2.2.4. Statistik 
Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± Standardabweichung präsentiert. Aufgrund der niedrigen Fall-
zahlen wurde auf Prüfung auf Normalverteilung verzichtet und non-parametrische Tests angewandt.  
Da präoperativ Werte von 3 Gruppen vorlagen, kam der Kruskal-Wallis-Test (KW-Test) und, falls 
notwendig, für Paarvergleiche zwischen den Gruppen der Mann-Whitney U-Test (MW-Test) inklusive 
Bonferroni-Korrektur zum Einsatz. Vergleiche der beiden Versuchsgruppen wurden mit dem Mann-
Whitney U-Test bewertet, die Analyse der Werteentwicklung innerhalb einer Gruppe geschah mit dem 
Friedman-Test. Alle Berechnungen und Analysen wurden unter Verwendung von SPSS Version 11.0 
(SPSS, Inc, Chicago, IL, USA) für ein Signifikanzniveau von p < 0,05 durchgeführt. 
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2.2.3. Ergebnisse 
Die demographischen und perioperativen Daten sind in Tabelle 2 aufgelistet. Es gab keine statistisch 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich Alters, Geschlechtsverteilung, 
Myokardinfarkt-Anamnese, präoperativer Ejektionsfraktion, EKZ-Dauer, Anzahl der Bypässe, sowie 
intensivstationären Aufenthalts. Der postoperative Verlauf war bei allen Patienten unkompliziert. Nur 
ein Patient der Standard-HLM-Gruppe benötigte am 2. postoperativen Tag eine Fremdblutgabe (1 Ery-
throzytenkonzentrat); Retransfusion von Cellsaver-Blut war nicht erforderlich. 
 
Tabelle 2: Perioperative Patientendaten 
 
Kriterium Standard-HLM MECC P-Wert 
Anzahl (n) 10 10  
Alter (Jahre) 65,2 ± 9,6 67,5 ± 10,3 0,61 
Geschlecht (m/w) 8/2 7/3 0,27 
Präoperative EF (%) 50 ± 7,0 46 ± 15,0 0,55 
Myokardinfarkt (<30 d) 4 (0) 5 (1) 0,65 
EKZ-Zeit (min) 102,6 ± 24,0 90,2 ± 35,4 0,27 
Bypässe (n) 3,8 ± 0,79 3,5 ± 0,85 0,42 
ITS-Verweildauer (Tage) 1,1 ± 0,31 1,1 ± 0,31 0,99 
 
 
2.2.3.1. Zirkulierende Endothelzellen (CEC) 
Präoperativ fanden sich in beiden Versuchsgruppen vergleichbar viele zirkulierende Endothelzellen 
(Zellen/ml Vollblut; Standard-HLM: 17,8 ± 3,9, MECC: 19,3 ± 7,1; p = 0,971), allerdings jeweils 
signifikant mehr als in der gesunden Kontrollgruppe (7,2 ± 3,8; p < 0,001 für beide Vergleiche). Die 
CEC-Konzentration im Blut blieb während der EKZ annähernd gleich, stieg nach 6 Stunden deutlich 
an und erreichte nach 12 Stunden einen Höhepunkt, stets mit signifikant niedrigeren Werten in der 
MECC-Gruppe (6h: 29,6 ± 9,8 vs. 44,0 ± 9,9, p = 0,007; 12h: 31,8 ± 7,1 vs. 48,1 ± 6,8, p < 0,001). 
Trotz rückläufiger Tendenz in beiden Gruppen blieben die Zellzahlen nach 24 und 48 Stunden in der 
Standard-HLM-Gruppe signifikant höher (24h: 41,5 ± 9,3 vs. 30,7 ± 7,0, p = 0,011; 48h: 38,6 ± 7,9 vs. 
29,5 ± 5,9, p = 0,023). Alle postoperativen Zellzählungen lagen zu jedem Zeitpunkt über den je-
weiligen Ausgangswerten (Wilcoxon-Test: p = 0,05). 
 
2.2.3.2. Von Willebrand Faktor Antigen (vWF:Ag) 
Die vWF:Ag-Konzentration (IU/dl) war präoperativ im Plasma beider Versuchsgruppen vergleichbar 
(Standard HLM: 143,7 ± 48,9, MECC: 126,4 ± 33,7; MW-Test: p = 0,436) und tendierte zu niedrigeren 
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Werten in der gesunden Kontrollgruppe (99,5 ± 22,1, Standard HLM: MW-Test: p = 0,019; MECC: 
MW-Test: p = 0,075). Postoperativ stieg vWF:Ag in beiden Gruppen signifikant an (Friedman-Test:    
p < 0,001, Wilcoxon-Test: p = 0,005 für jeden Test). Obwohl die postoperative vWF:Ag-Plasmakon-
zentration in der MECC-Gruppe tendenziell niedriger war (6h: 191,1 ± 59,4 vs. 230,0 ± 83,0; 12h: 
215,3 ± 65,5 vs. 267,3 ± 68,0; 24h: 242,9 ± 64,9 vs. 298,8 ± 76,2; 48h: 311,1 ± 76,4 vs. 359,8 ± 56,4), 
waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant (MW-Test: p > 0,085 für jeden Test). 
 
2.2.3.3. Lösliches Thrombomodulin (sTm) 
Die sTm-Plasmakonzentration (ng/ml) war bei präoperativen KHK-Patienten und gesunden Freiwil-
ligen vergleichbar (Standard HLM 2,3 ± 1,3, MECC 1,8 ± 0,9, Kontrollgruppe 1,7 ± 0,8; KW-Test:        
p = 0,638). Der Friedman-Test dokumentierte signifikante Veränderungen in beiden Versuchsgruppen 
(p < 0,001). Während die postoperativen sTM-Werte in der Standard-HLM-Gruppe zu jedem Zeitpunkt 
signifikant höher waren als präoperativ (Wilcoxon-Test: p = 0,005 für jeden Test), war in der MECC-
Gruppe nur der Anstieg nach 48 Stunden signifikant (Wilcoxon-Test: p = 0,005). Nichtsdestotrotz be-
stand zu keinem postoperativen Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen 




Zum gegebenen Zeitpunkt war dies die erste Studie, die die EKZ-assoziierte Endothelschädigung 
mittels Bestimmung zirkulierender Endothelzellen im Blut der Patienten untersuchte. Die interessante 
Eigenschaft der CEC ist nicht nur, dass sie einen endothelialen Schaden aufzeigen, sondern dass sie mit 
dem Ausmaß der Schädigung korrelieren (60, 61). Bei unseren freiwilligen Kontrollpersonen kamen 
im Mittel 7 Endothelzellen pro Milliliter Blut vor, was in etwa den Ergebnissen anderer Untersucher 
entspricht (53, 62). Mutin et al. beobachteten erhöhte CEC-Werte bei ihren Patienten etwa 18 bis 
24 Stunden nach einem akuten Myokardinfarkt, wohingegen Patienten mit stabiler Angina pectoris 
„normale“ CEC-Zahlen aufwiesen (56). Wir haben bereits präoperativ erhöhte CEC-Konzentrationen 
bei unseren elektiven Patienten mit stabiler Angina pectoris gefunden. Setzen wir voraus, dass Mutin et 
al. dieselbe Isolationstechnik und auch dieselben Kriterien für die Identifikation von Endothelzellen 
verwandten, so muss nach unseren Vermutungen ein Unterschied in der Schwere der kardiovaskulären 
Arteriosklerose bestanden haben. Besonders wenn wir diese Ergebnisse mit den Ergebnissen unserer 
gesunden Kontrollpersonen vergleichen, müssen wir davon ausgehen, dass Patienten mit koronarer 
Herzerkrankung eine erhöhte und fortwährende Endothelschädigung aufweisen, was durch ebenfalls 
erhöhtes vWF:Ag bekräftigt wird. Interessanterweise war die präoperative Thrombomodulin-Kon-
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zentration bei unseren Patienten unauffällig. Dies geht einher mit den Ergebnissen von Chong et al., 
die eine positive Korrelation zwischen CEC und vWF, aber nicht zwischen CEC und sTm fanden (63). 
Die Tatsache, dass die CEC-Konzentration im Blut nach EKZ signifikant ansteigt, könnte auf eine 
zusätzliche oder auch neue Endothelschädigung hinweisen. Da die zirkulierenden Endothelzellzahlen 
während der EKZ annähernd gleich blieben, gehen wir nicht von einer direkten mechanischen 
Schädigung aus, wie sie etwa bei der Kanülierung oder Bypassanastomosierung auftreten könnte. Der 
verzögerte Anstieg spricht eher für einen vermittelten Mechanismus der Endothelzellablösung, ver-
ursacht durch direkte Neutrophileninteraktion, Zytokine und Proteasen (53). Scholz et al. verfolgten 
ebenfalls diese Theorie und stellten Untersuchungen an Zellkulturen an. Sie fanden heraus, dass 
Neutrophile, die am Ende der EKZ aus dem Patientenblut isoliert wurden, endotheliale Zellkontakt- 
und -verankerungsmoleküle verändern und so die endotheliale Integrität stören (64). Dieser Theorie 
folgend wären die durch die HLM aktivierten Neutrophilen für die Ablösung der Endothelzellen 
verantwortlich. Sie gelangen in den Blutstrom und können dort mit entsprechend sensitiven Verfahren 
bestimmt werden können. CD 146 ist, mit Ausnahme einiger weniger Tumorzelllinien, auf adulten 
Endothelzellen exprimiert, und bietet sich somit hervorragend als Marker an (65). Wir modifizierten 
die immunomagnetische Zellseparationstechnik von Woywodt et al. (59) und bestimmten neben den 
zirkulierenden Endothelzellen von Willebrand Faktor und lösliches Thrombomodulin, zwei Parameter, 
die zur Beurteilung des Endothelzustandes herangezogen werden (63, 66, 67). CEC, vWF und sTm 
waren präoperativ am niedrigsten, blieben niedrig während der EKZ und waren 6 Stunden nach EKZ-
Beginn erhöht. Während vWF und sTm weiter anstiegen, erreichten die Werte für die zirkulierenden 
Endothelzellen ihren Höhepunkt nach 12 Stunden, bevor sie wieder abfielen. Diese Beobachtungen 
trafen für beide HLM-Typen zu, wobei die endothelialen Marker in der Mini-HLM-Gruppe niedriger 
oder zumindest tendenziell niedriger waren. Die Unterschiede im technischen Aufbau beider Systeme 
wurden bereits im vorangegangenen Kapitel ausführlich diskutiert (2.1.4.). 
 
Zirkulierende Endothelzellen ermöglichen die im Vergleich zu anderen Markern scheinbar akkuratere 
Abschätzung der endothelialen Läsion, die während der aortokoronaren Bypass-OP unter Einsatz der 
Herz-Lungen-Maschine entsteht. Es ist anzunehmen, dass es sich dabei um eine Aggravierung eines 
Endothelschadens handelt, der bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung im Gegensatz zu Gesunden 
permanent besteht. Durch die Miniaturisierung des extrakorporalen Kreislaufs scheint eine Begrenzung 
dieser imminenten Endothelschädigung möglich. 
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3. Organveränderungen unter extrakorporaler Zirkulation -
Beobachtungen an ventrikulären Unterstützungssystemen 
3.1. BNP und ET-1 korrelieren mit der Funktion und Morphologie des 
linken Ventrikels bei LVAD-Patienten 
3.1.1. Einleitung 
Natriuretische Peptide werden im Herzen vermehrt bei exzessiver Volumenbelastung und Anstieg der 
Wandspannung freigesetzt und sollen durch Diurese, Natriurese und Vasodilatation kompensieren (68). 
Vor allem das B-Typ (brain) natriuretische Peptid (BNP), das in großen Mengen in fetalen und neona-
talen Herzmuskelzellen gebildet wird, gilt bei Re-Expression und Re-Synthese in adulten Kardiomyo-
zyten als spezifischer und sensitiver Marker bei der diagnostischen und prognostischen Beurteilung der 
Herzinsuffizienz (69-72). Ähnliches Interesse hat auch Endothelin-1 (ET-1) als Herzinsuffizienzmarker 
geweckt – ein Polypeptid, das in Endothel- und glatten Muskellzellen gebildet wird und eine stark 
vasokonstriktive, mitogene, aber auch fibrinogene Wirkung hat (73-75). Die ET-1-Serumkonzentration 
korreliert invers mit der linksventrikulären Ejektionsfraktion und geht somit einher mit dem Ausmaß 
der Herzschädigung und der sich daraus ergebenden Mortalität (76). Vorläufige Untersuchungen haben 
ergeben, dass die mechanische Entlastung des kranken Ventrikels zur Abnahme dieser neuroendo-
krinen Hormone im Plasma führt (77, 78). Inwieweit sich BNP- und ET-1-Plasmaspiegel unter LVAD-
Unterstützung verändern und mit klinischen, apparativ-messbaren Parametern (EF, LVEDD, HZV) und 





Nach Zustimmung der Ethikkommission des Baylor College of Medicine, Houston, Texas wurden 
19 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz und im funktionellen NYHA-Stadium III-IV bei Indika-
tionsstellung zur LVAD-Implantation nach Aufklärung und Einwilligung in die Studie aufgenommen. 
Die Patienten wurden gruppiert gemäß der Ätiologie ihrer Herzinsuffizienz, wonach bei 12 Patienten 
eine ischämische Kardiomyopathie (ICM) und bei 7 Patienten eine nicht-ischämische, dilatative 
Kardiomyopathie (DCM) bestand, und gemäß des implantierten LVAD-Typs: MicroMed DeBakey 
VAD (MicroMed Technologies, Houston, TX, USA, nonpulsatil, n = 6), Novacor VAD (Baxter 
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Healthcare Corp., Deerfield, IL, USA, pulsatil, n = 8), TCI Heartmate (Thoratec Corp., Pleasanton, 
CA, USA, pulsatil, n = 3) und Thoratec VAD (Thoratec Corp., Pleasanton, CA, USA, pulsatil, n = 3). 
Die Analyse der Neurohormon-Plasmakonzentration und die echokardiographische Evaluation wurden 
unmittelbar vor LVAD-Implantation, während der mechanischen Kreislaufunterstützung und, soweit 
möglich, unmittelbar vor LVAD-Explantation zu bestimmten Zeitpunkten vorgenommen. Die histo-
logischen Untersuchungen wurden an Gewebeproben durchgeführt, die bei der LVAD-Implantation 
bzw. bei der Explantation aus dem linksventrikulären Myokard entnommen wurden. 
 
3.1.2.2. Echokardiographie 
Die echokardiographischen Daten wurden an einem Acuson Sequoia Ultraschallsystem (Acuson-
Siemens, Mountain View, CA, USA) mit einem 2,5-MHz-Schallkopf erhoben. Zur Beurteilung der 
Herzfunktion wurden die linksventrikuläre Ejektionsfraktion (EF in %), der linksventrikuläre end-
diastolische Diameter (LVEDD in cm) und das Herzzeitvolumen (HZV in l/min) herangezogen. 
 
3.1.2.3. BNP und ET-1 Bestimmung 
Die Blutproben wurden in Ethylendiamintetraacetat- (EDTA-) Monovetten auf Eis transportiert, ehe 
sie für 8 Minuten bei 4ºC und 3500 U/min zentrifugiert wurden. Der Plasmaüberstand wurde 
aliquotiert und weiter verarbeitet oder in flüssigen Stickstoff gelegt und bis zur endgültigen Analyse 
bei -80ºC aufbewahrt.  
Zur Bestimmung der BNP-Konzentration wurde der Triage B-Type Natriuretic Peptide Test (Biosite 
Diagnostics Inc., San Diego, CA, USA) verwendet. Die Analyse basiert auf einem Fluoreszenz-
immunoassay zur quantitativen Bestimmung von BNP im Plasma mit einem validierten Messbereich 
von 5 bis 1300 pg/ml. Endothelin-1 wurde mit Hilfe des Human Endothelin-1 Immunoassay (R&D 
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) in Sandwich-ELISA-Technik quantifiziert. Die minimale 
validierte Messkonzentration beträgt 0,1 pg/ml. 
 
3.1.2.4. Histologische Gewebeanalyse 
Zur Quantifizierung des Kollagengehaltes wurde myokardiales Gewebe aus der Herzspitze des linken 
Ventrikels zum Zeitpunkt der LVAD-Implantation bzw. aus dem explantierten linken Ventrikel zum 
Zeitpunkt der Herztransplantation untersucht. Linksventrikuläres Myokard aus 6 nicht-transplantierten 
Spenderherzen diente als Kontrolle.  
Die Gewebeproben wurden für 45 Minuten in 2% Paraformaldehyd gelegt, anschließend dehydriert 
und in Paraffin eingebettet. 5 μm dünne Schnitte wurden gemäß Standardprotokoll mit Picro-Sirius-Rot 
gefärbt und auf einen Objektträger gebracht. Unter dem Mikroskop wurde der Gesamtkollagengehalt 
der Probe als mittlere Summe aller angefärbten Areale innerhalb 10 mikroskopischer Gesichtsfelder 
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Die Datenaufnahme und Berechnung erfolgte mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 3.0 (GraphPad, 
San Diego, CA, USA). Alle Daten werden als Mittelwerte ± Standardfehler präsentiert. Varianzanalyse 
und Analyse der Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit ANOVA und dem Tukey-Kramer-
Test durchgeführt. Zur Ergebnisbewertung wurden der David-Hartley-Pearson bzw. Mann-Whitney 




Die demographischen Daten sind in Tabelle 3 gelistet. 
Zum Zeitpunkt der LVAD-Implantation befanden sich alle Patienten in einem Herzinsuffizienzstadium 
NYHA III-IV unter ausgeschöpfter medikamentöser Therapie. Die durchschnittliche mechanische 
Unterstützungsdauer betrug 54,79 ± 8,65 Tage, wobei 68,42 % der Patienten bis zur Transplantation 
überlebten.  
 
Tabelle 3: Demographische Patientendaten 
 
Kriterium Wert 
Anzahl (n) 19 
Alter (Jahre) 55,21 ± 2,88 
Geschlecht (% männlich) 78,9 
Ätiologie (% ischämisch) 63,2 
LVAD-Dauer (Tage) 54,79 ± 8,65 
Überleben bis HTx (%) 68,42 
 
 
3.1.3.1. Echokardiographische Ergebnisse 
Unter der LVAD-Unterstützung verbesserten sich die von uns beobachteten kardialen Funktions-
parameter signifikant: die EF stieg von 21% ± 3,8 auf 28% ± 3,57 (p = 0,038), der LVEDD sank von 
6,68 cm ± 0,92 auf 4,79 cm ± 1,54 (p < 0,0001) und das Herzzeitvolumen stieg von 3,62 l/min ± 1,3 
auf 4,93 l/min ± 0,2 (p = 0,039).  
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3.1.3.2. BNP und ET-1 im Plasma 
Die BNP- und ET-1-Plasmakonzentrationen sanken signifikant bis zum Ende der LVAD-Therapie: 
BNP fiel von 754,1 pg/ml ± 261,1 auf 221,1 pg/ml ± 124,2 (p < 0,0001) und ET-1 von 13,66 pg/ml ± 
11,98 auf 3,47 pg/ml ± 2,96 (p < 0,001). Auffällig war ein zweimaliger, jeweils kurzzeitiger Anstieg 
von BNP und ET-1 in der 6. und 12. Woche nach LVAD-Implantation. 
 
3.1.3.3. Systemabhängige Veränderungen 
Um den Einfluss des jeweiligen LVAD-Typs auf die Erholungstendenz des Myokards näher zu prüfen, 
wurden jeweils Quotienten aus EF und BNP oder ET-1 oder Kollagenanteil gebildet. Bei allen Devices 
kam es dabei zur Zunahme der jeweiligen Quotienten zum Ende der Unterstützungsphase. Im direkten 
Vergleich zeichneten sich signifikante Vorteile ab für die beiden pulsatilen Systeme von Novacor und 
TCI Heartmate gegenüber dem nonpulsatilen MicroMed DeBakey Device. Die durchschnittliche 
Supportdauer insbesondere des Novacor lag indes mit 80,13 Tagen deutlich über der des MicroMed 
DeBakey mit 27,67 Tagen. Zieht man in Betracht, dass bei den Verlaufskontrollen die plasmatische 
Neurohormonkonzentration über die Zeit ab- und die EF zunahm, lässt sich eine Bewertung oder gar 




Es konnte gezeigt werden, dass die etablierten Herzinsuffizienzmarker BNP und ET-1 bei Patienten 
mit terminaler Herzinsuffizienz unter vollkommener mechanischer Entlastung des linken Ventrikels 
mittels LVAD signifikant über die Zeit abnahmen. Parallel hierzu kam es zur Steigerung der Ejektions-
fraktion und des Herzzeitvolumens, sowie zur Abnahme des linksventrikulären enddiastolischen 
Diameters. Schon vorher konnten wir in anderen Untersuchungen eine Abnahme des Kollagengehaltes 
und damit des Fibrosegrades des Myokards unter mechanischer Entlastung feststellen (79, 80). 
Auch andere Forschergruppen haben den zeitlichen Verlauf von BNP bei LVAD-Patienten untersucht 
und dessen Wert bei der Einschätzung der Herzinsuffizienz erkannt (81, 82). Die Transkription natri-
uretischer Hormone ist unerlässlich für die Regulation des Volumenhaushaltes. Die prätherapeutisch 
erhöhten BNP-Werte der Herzinsuffizienzpatienten sind als endogener Kompensationsmechanismus zu 
sehen gegen die ansteigenden ventrikulären Füllungsdrücke, die anhaltende Dehnung der Herzmuskel-
zellen und den Anstieg bestimmter Wachstumsfaktoren wie Angiotensin II oder ET-1, die ebenfalls an 
der Pathologie der Herzinsuffizienz beteiligt sind (83). Dabei soll der Anstieg von ET-1 im Plasma von 
Herzinsuffizienzpatienten auf eine gesteigerte gefäßendotheliale Produktion bei vorlastbedingter 
sekundärer pulmonaler Hypertension zurückzuführen sein (84, 85). Es ist daher anzunehmen, dass ein 
nahezu paralleler Rückgang von BNP und ET-1, wie wir ihn bei unseren Patienten beobachten konn-
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ten, Folge der Abnahme sowohl der myokardialen Wandspannung als auch der pulmonalarteriellen 
Drücke unter mechanischer ventrikulärer Unterstützung ist (86). Die Normalisierung der ventrikulären 
Funktionsparameter und der Rückgang der Neurohormone gingen einher mit der Verbesserung der 
morphologischen Ventrikelarchitektur. Die devicespezifischen Quotienten aus EF und Kollagenanteil 
oder BNP bzw. ET-1 bekräftigen diesen neurohormonalen-morphologischen-funktionellen Zusammen-
hang. Dies geht im Umkehrschluss einher mit dem Ergebnis anderer Studien, die die mechanische 
Überlastung des Myokards als Auslöser für die BNP-Ausschüttung und die Entstehung der Herz-
hypertrophie sehen. BNP kann hierbei direkt über Mechanorezeptoren oder autokrin/parakrin über 
Angiotensin II und ET-1 stimuliert werden, womit auch auf die Bedeutung der nicht-muskelzellulären 
Anteile des Myokards verwiesen wird (87, 88).  
 
BNP und ET-1 korrelieren mit der Funktion und auch Morphologie des linken Ventrikels unter 
mechanischer Kreislaufunterstützung. Es sind zwei leicht zu bestimmende Echtzeit-Indikatoren, die es 
den Verantwortlichen ermöglichen, den Erholungszustand des Herzmuskels abzuschätzen, und somit 





3.2. Mastzellen und deren Mediatoren beim myokardialen Re-Remodeling 
unter mechanischer linksventrikulärer Unterstützung 
3.2.1. Einleitung 
Die mechanische Entlastung des linken Ventrikels bei der terminalen therapierefraktären Herzinsuf-
fizienz geht einher mit einem Re-Remodeling des Myokards. Es ändern sich der Kollagengehalt des 
Herzens, dessen Wanddicke, der Myozytendiameter und es kommt hierunter zur Verbesserung der 
linksventrikulären Geometrie wie auch Funktion (80, 89, 90). Unklar war bisher, wie es zu diesen 
Veränderungen kommt und welche Zellen beteiligt sind. 
Mastzellen sind freie Bindegewebszellen, die bekanntlich bei allergischen Reaktionen, aber auch bei 
der Homöostase, beim Remodeling und bei der Reparatur von Gewebe eine wichtige Rolle spielen 
(91). Im Inneren der Mastzellen finden sich mehrere hundert Vesikel, die nach entsprechender 
Stimulation mit der Zellmembran verschmelzen und ihren Inhalt freigeben oder als intakte Vesikel mit 
der Membran aus der Zelle ausgeschleust werden. Chemisch enthalten diese Vesikel neben Wasser 
Histamin, Heparin, Glykosaminoglykane, chemotaktische Faktoren, Wachstumsfaktoren, Tryptase 
und/oder Chymase (92). Hinsichtlich ihres heterogenen Tryptase-/Chymase-Gehaltes klassifiziert man 
die Mastzellen in zwei Subtypen: Mastzellen mit Tryptase und Mastzellen mit Tryptase und Chymase 
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(93). Chymase stimuliert vermutlich über die Freisetzung des matrixgebundenen TGF- (transforming 
growth factor ) und Aktivierung des Angiotensin II die Kollagenproduktion in Fibroblasten, wohin-
gegen Tryptase über die Aktivierung von Metalloproteinasen in der Lage ist, zum Kollagenabbau 
beizutragen (94-96). Entsprechend der vorherrschenden Proteasenverteilung können Mastzellen somit 
fibrogene als auch fibrolytische Eigenschaften besitzen.  
Ebenfalls verschiedene Umbauvorgänge im Gewebes zu modulieren imstande ist bFGF (basic fibro-
blast growth factor, FGF-2), der im Myokard bis dato überwiegend in Kardiomyozyten, Fibroblasten 
und glatten Muskelzellen nachgewiesen wurde (97). Für unsere Untersuchungen machte ihn seine in 
der Literatur beschriebene Rolle bei der Manifestation der Herzhypertrophie und bei der Entstehung 
interstitieller Fibrose interessant (98, 99). 
 
In dieser Studie untersuchten wir den Grad und das Verteilungsmuster interstitieller Fibrose, die Mast-
zelldichte und die Mastzellphänotypie bei terminaler Kardiomyopathie vor und nach mechanischer 
linksventrikulärer Unterstützung. Zusätzlich bestimmten wir die Lokalisation und den Gehalt von 
bFGF in den Myokardproben. 
 
 
3.2.2. Material und Methodik 
3.2.2.1. Patienten 
Zwanzig Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz und im funktionellen NYHA-Stadium III-IV 
wurden entsprechend dem Protokoll der Ethikkommission des Baylor College of Medicine, Houston, 
Texas bei Indikationsstellung zur LVAD-Implantation nach Aufklärung und Einwilligung in die Studie 
aufgenommen. Die Ätiologie der Herzinsuffizienz war in 8 Fällen ischämischer (ICM) und in 12 Fällen 
idiopathischer Genese im Sinne einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Zur mechanischen 
Unterstützung wurden entweder das Novacor VAD (Baxter Healthcare Corp., Deerfield, IL, USA) oder 
das TCI Heartmate (Thoratec Corp., Pleasanton, CA, USA), beides pulsatile Systeme, implantiert. 
Zusätzlich wurden Gewebeproben 7 nicht-transplantierter Spenderherzen untersucht. Die vollständige 
Aufarbeitung eines explantierten Herzens diente dazu, eventuell vorhandene regional spezifische 
Verteilungsmuster zu identifizieren. 
 
3.2.2.2. Mastzellbestimmung 
Die Untersuchungen wurden nach Implantation an dem bei der Platzierung der LVAD-Einflusskanüle 
erhaltenen Myokardkonus bzw. nach Explantation des LVAD zum Zeitpunkt der Herztransplantation 
an dem explantierten linken Ventrikel durchgeführt. Die Gewebeproben wurden für 45 Minuten in 
2% Paraformaldehyd gelegt, anschließend dehydriert, in Paraffin eingebettet und in 5 μm dünnen 
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Schnitten auf Objektträger aufgebracht. Die Mastzelldichte wurde immunhistochemisch unter Ver-
wendung eines spezifischen anti-Tryptase Antikörpers (Chemicon, Temecula, CA, USA) bestimmt. 
Zur Ermittlung der Chymase-positiven Mastzellen wurden die Schnitte zusätzlich mit einem anti-
Chymase Antikörper (Chemicon, Temecula, CA, USA) behandelt. Sekundärantikörper mit unter-
schiedlichen Signalmolekülen ermöglichten die Differenzierung. Die entsprechend markierten Zellen 
wurden unter dem Mikroskop innerhalb 10 aufeinanderfolgender Gesichtsfelder ausgewertet. 
 
3.2.2.3. Kollagengehalt 
Zur Quantifizierung des Kollagengehaltes wurden entsprechende Serienschnitte mit Picro-Sirius-Rot 
unter Verwendung des Standardprotokolls eingefärbt (3.1.2.4.). 
 
3.2.2.4. Basic Fibroblast Growth factor (bFGF) 
Der Gehalt an bFGF im Myokard wurde mittels Western Blot Analyse bestimmt. Die Gewebeproben 
wurden hierzu unter protokollierter Zugabe von Tris-HCL, Phenylmethylsulfonylfluorid, Leupeptin 
und Pepstatin für 30 Sekunden bei 4ºC homogenisiert (PowerGen 700, Fisher Scientific, Fair Lawn, 
NJ, USA) und anschließend für 10 Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abpipettiert, auf ein 20% Polyacrylamid-Gel aufgetragen (50μg/Bahn) und in eine Elektrophorese-
Apparatur eingespannt. Nach 6 Stunden bei 80 V Spannung wurden die Proteine auf ein Nitrozellulose-
papier übertragen und fixiert. Diese Membran wurde dann entsprechend des Herstellerprotokolls mit 
einem spezifischen anti-human-FGF-2 Antikörper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 
inkubiert. Die Visualisierung der Proteine gelang durch die Verwendung des ECL Detection Systems 
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Die Bestimmung des bFGF-Gehaltes erfolgte semi-
quantitativ über die Analyse der resultierenden Proteinbanden mit ImagePro Plus Software (Media 
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 
 
3.2.2.5. Fluoreszenz-Mikroskopie von Mastzellen und bFGF  
Die Gewebeschnitte wurden mit monoklonalem Maus-Antikörper gegen humane Tryptase (Neo-
Markers, Fremont, CA, USA) und mit Ziegen-Antikörper gegen humanes FGF-2 (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, USA) inkubiert. Anschließend erfolgte die entsprechende Markierung mit 
Cy3-konjugiertem Schafs-Antikörper gegen Maus-IgG bzw. mit FITC-konjugiertem Hasen-Antikörper 
gegen Ziegen-IgG (jeweils Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). DNA wurde mit DAPI (Vecta-
shild Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) angefärbt. Die so präparierten Gewebeschnitte 
wurden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. 
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3.2.2.6. Statistik 
Alle Daten werden als Mittelwerte ± Standardfehler präsentiert. Einseitige Varianzanalyse (ANOVA) 
wurde durchgeführt, um die Mastzelldichte in den verschiedenen Herzregionen zu analysieren. Der 
Student’s t-Test wurde herangezogen, um Mastzelldichte und bFGF-Gehalt im Myokard der Patienten 





Die demographischen Daten sind in Tabelle 4 aufgelistet. 
Zum Zeitpunkt der LVAD-Implantation befanden sich alle Patienten in einem Herzinsuffizienzstadium 
NYHA III-IV unter ausgeschöpfter medikamentöser Therapie. Die durchschnittliche mechanische 
Unterstützungsdauer betrug 54,3 ± 11,8 Tage, wobei der Device-Typ keinen Einfluss auf das Patienten-
Outcome hatte.  
 
Tabelle 4: Demographische Patientendaten 
 
Kriterium Wert 
Anzahl (n) 20 
Alter (Jahre) 53,7 ± 1,6 
Geschlecht (% männlich) 100 
Ätiologie (% ischämisch) 40 
LVAD-Dauer (Tage) 54,3 ± 11,8 
 
 
3.2.3.1. Mastzellen im Myokard 
Die Mastzellverteilung (Anzahl der Zellen/10 Mikroskopiefelder) war in allen Ventrikelabschnitten 
gleich (ANOVA, p = 0,14). Mastzellen fanden sich vornehmlich in Regionen vermehrter interstitieller 
Fibrose, unmittelbar Kardiomyozyten anliegend. Im gesunden Myokard gab es signifikant weniger 
Mastzellen als im erkrankten Herzen, unabhängig von der Genese (13,8 ± 1,9 vs. 32,1 ± 2,3, p = 0,04). 
Nach LVAD-Implantation kam es in Abhängigkeit von der Supportdauer zu Veränderungen der Mast-
zelldichte: nach kurzzeitiger Unterstützung (< 40 Tage) waren die Mastzellzahlen unverändert zu den 
Ausgangszahlen vor LVAD-Implantation. Nach Langzeit-LVAD-Unterstützung (> 40 Tage) stieg die 
Mastzelldichte im Myokard signifikant an (57,4 ± 8,6 vs. 45,1 ± 7,6, p < 0,01). Bei den hinzugekom-
menen Mastzellen handelte es sich hauptsächlich um Chymase-negative Mastzellen. Der Quotient aus 
Chymase-positiven Mastzellen und Gesamtmastzellen sank dabei signifikant (p = 0,01). 
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3.2.3.2. Basic Fibroblast Growth factor (bFGF) 
Unsere immunhistochemischen Färbungen haben gezeigt, dass bFGF im Myokard ausschließlich in 
Mastzellen lokalisiert war. Zur Quantifizierung von bFGF vor und nach LVAD-Support wurden 
Western Blot Analysen durchgeführt. Hier war trotz höherer Mastzellzahlen ein signifikanter Abfall 




Sowohl die dilatative als auch die ischämische Kardiomyopathie gehen einher mit einer Anhäufung 
interstitiellen Kollagens, vornehmlich Kollagen Typ I, was zu einer gewissen ventrikulären Steifheit 
und folglich zur diastolischen Dysfunktion führt (100, 101). Unter mechanischer Langzeitunterstützung 
kam es nun zum Rückgang der Myokardfibrose (80, 100). 
Mit dieser Studie konnten wir zeigen, dass die Mastzelle, ein Zelltyp, der primär mit allergischen 
Abwehrreaktionen in Verbindung gebracht wird, bei der Entstehung einer Kardiomyopathie, aber auch 
bei der Regeneration des Myokards beteiligt ist. Die Anzahl der Mastzellen im geschädigten Myokard 
ist unabhängig von der Genese signifikant höher als im normalen Herzgewebe. Ein weiterer Anstieg 
vornehmlich Chymase-negativer Mastzellen konnte im Myokard jener Herzen festgestellt werden, die 
aufgrund ihrer terminalen Insuffizienz mechanisch unterstützt werden mussten. Parallel hierzu beob-
achteten wir einen Rückgang von myokardialem bFGF, welcher interessanterweise nur in Mastzellen 
nachzuweisen war. Dies lässt vermuten, dass der unter LVAD-Support beobachtete Rückgang der 
Myokardfibrose begleitet ist von einer Verschiebung des Gleichgewichts von pro- und antifibrogenen 
Mastzellmediatoren. 
Einige Studien untersuchten bereits den in vivo als auch den in vitro Effekt von Mastzellmediatoren 
auf die Extrazellulärmatrix, wobei die Ergebnisse zum Teil widersprüchlich sind. Zum einen soll 
Tryptase die Entstehung interstitieller Fibrose fördern (102, 103), zum anderen trägt Tryptase über die 
Spaltung von Fibronectin, Fibrinogen und Kollagen IV und über die Aktivierung von pro-MMP-3 aber 
auch zum Abbau der Extrazellulärmatrix bei (104, 105). Entsprechend gilt Chymase als fibrinogen auf 
Grund der Potenz, Angiotensin I in Angiotensin II umzuwandeln, Prokollagen I zu aktivieren und die 
Ausschüttung von TGF- zu fördern (96, 104, 106-108). Jedoch soll Chymase auch MMP-1 und 
MMP-9 aktivieren, sowie TIMP-1 inhibieren (109, 110). 
In unseren Untersuchungen korrelierte das Ausmaß interstitieller Fibrose mit dem Anteil Chymase-
positiver Mastzellen wie auch mit dem Gehalt von bFGF. BFGF soll aber ebenso mit Muskel-
regeneration korrelieren, wobei in späteren Regenerationsstadien dessen Gehalt wieder abnimmt (111). 
So könnte der erniedrigte bFGF-Gehalt im post-LVAD Myokard auch Ausdruck einer gewissen 
Regeneration sein. 
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Wir vermuten, dass es sowohl bei der Entstehung einer Kardiomyopathie als auch unter mechanischer 
Entlastung des geschädigten Ventrikels zu Veränderungen in der myokardialen Mastzellpopulation 




3.3. Interaktion zwischen myokardialen Mastzellen und kultivierten 
Fibroblasten 
3.3.1. Einleitung 
Fibroblasten stellen den Hauptanteil der nicht-muskulären Zellpopulation im Myokard und befinden 
sich im Interstitium, in Bereichen zwischen und um Kardiomyozyten. Sie synthetisieren Proteine der 
Extrazellulärmatrix wie fibrilläres Kollagen Typ I und III, das Kollagen Typ IV der Grundmembran, 
Fibronectin und Laminin. Eine Balance zwischen Synthese und Abbau dieser Matrix ist die Voraus-
setzung für die Entwicklung von Herzmuskulatur und für eine physiologische Herzfunktion. In experi-
mentellen Modellen ging Herzhypertrophie stets mit Kollagenumbau und -akkumulation einher. Im 
vorangegangenen Abschnitt haben wir auf den potenziellen Zusammenhang zwischen Mastzellen und 
Fibroblasten im Myokard terminal insuffizienter Herzen hingewiesen (79). Wir haben gemutmaßt, dass 
Mastzellen durch die krankheits- bzw. regenerationsphasenabhängige Konstellation ihrer Mediatoren 
die fibroblastenvermittelte Matrixproduktion im Myokard beeinflussen. Um diese Behauptung zu 
stützen, untersuchten wir die direkte Mastzell-Fibroblasten-Interaktion in einem in vitro Modell. Wir 
kultivierten Fibroblasten zusammen mit Mastzellen, die aus terminal insuffizientem Myokard mit und 
ohne vorangegangene LVAD-Unterstützung isoliert wurden, und quantifizierten die jeweilige Kol-
lagenproduktion. Des Weiteren bestimmten wir die Heat-Shock-Protein-47 (HSP-47) -Expression in 
Kardiofibroblasten – ein spezifischer Induktor der Prokollagen- und Kollagensynthese (112). 
 
 
3.3.2. Material und Methodik 
3.3.2.1. Isolation myokardialer Mastzellen 
Für die Untersuchung wurden 10 explantierte Herzen von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie 
(DCM) zum Zeitpunkt der Transplantation herangezogen. Fünf dieser Patienten waren vor der Trans-
plantation an einem Assist-System (LVAD). Die explantierten Herzen wurden mit 4°C kalter Koch-
salzlösung gespült. Der linke Ventrikel einschließlich Septum wurden entfernt und in kalter Hanks 
balanced salt solution (HBSS) behandelt, bevor er in 1-2 mm große Fragmente zerteilt wurde. Diese 
Gewebestücke wurden mit einem enzymatischen Dispersionspuffer aus HBSS, Kollagenase Typ II, 
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Hyaluronidase, Protease und Desoxyribonuklease bei 37°C in 3 Schritten jeweils 30 min, 15 min und 
15 min inkubiert. Nach jeder Inkubation wurde der Überstand durch ein 70 μm Sieb gefiltert, mit 
HBSS verdünnt und zentrifugiert. Die so erhaltenen Zellanteile aus den jeweiligen Isolationsschritten 
wurden zusammen in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) resuspendiert.  
 
3.3.2.2. Kollagenproduktion 
In einer konfluierenden, einschichtigen Fibroblasten-Zellkultur wurde über den Einbau von radiomar-
kiertem 3H-Prolin die biosynthetische Aktivität bestimmt. Hierzu wurden Fibroblasten in 2 ml DMEM 
mit 10% fetalem Kälberserum gelöst und auf Zellkulturplatten aufgetragen. Vor der Mastzellisolation 
wurde das Nährmedium in der mittlerweile konfluierenden Zellkultur gegen DMEM mit nur noch 
2% fetalem Kälberserum getauscht, um suboptimale Wachstumsbedingungen zu schaffen. Im Kontroll-
ansatz wurde nur 3H-Prolin zur Zellkultur gegeben. In den Versuchsansätzen wurden zusätzlich 
entweder Mastzellen oder Mastzellen und das spezifische degranulationsfördernde Compound 48/80 
hinzugefügt. Nach 12 Stunden wurden die Aliquots aus gewaschenen Zellen und Matrix mittels 
szintillatorischer Zählung ausgewertet, um den Einbau von radiomarkierten Prolin in Proteine zu 
quantifizieren. Ein jeweils zweites Aliquot diente nach Kollagenase-Behandlung der Ermittlung von 
Nicht-Kollagen-Anteilen. 
 
3.3.2.3. Heat-Shock-Protein-47 (HSP-47) 
Der HSP-47-Anteil im Myokard wurde immunhistochemisch unter Verwendung eines spezifischen 
anti-HSP-47 Antikörpers (StressGen Biotechnologies Corp., Victoria, Canada) ermittelt. Sekundär-
antikörper mit Signalmolekülen ermöglichten den Nachweis entsprechend markierter Strukturen unter 
dem Mikroskop mit 40-facher Vergrößerung innerhalb eines Gesichtsfeldes. 
 
3.3.2.4. Statistik 
Die Datenaufnahme und Berechnung erfolgte mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 3.0 (GraphPad, 
San Diego, CA, USA). Alle Daten werden als Mittelwerte ± Standardfehler präsentiert. Analyse der 
Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit Student’s t-Test für unabhängige Proben durchgeführt. 
P-Werte kleiner 0,05 wurden dabei als signifikant gewertet. 
 
 




Mittels radiometrischer Messung des 3H-Prolin-Einbaus wurde nach 12-stündiger Inkubation der 
Grundumsatz der Proteinsynthese in den Kontrollansätzen (nur Fibroblasten) erfasst. Der Anteil an 
Kollagen- und Nicht-Kollagen-Proteinen war hierbei annähernd gleich. Durch Zugabe von Mastzellen 
änderte sich dieser Grundumsatz nicht, unabhängig davon, ob die Mastzellen aus vorher LVAD-
unterstütztem oder nicht-LVAD-unterstütztem Myokard isoliert wurden. Erst die zusätzliche Gabe des 
degranulationsfördernden Compound 48/80 beeinflusste die Proteinproduktion. Die so stimulierten 
Mastzellen aus DCM-Myokard (ohne LVAD-Unterstützung) erhöhten die Proteinproduktion auf 192% 
des Grundumsatzes (p < 0,01), wohingegen stimulierte Mastzellen aus LVAD-unterstütztem Myokard 
die Proteinproduktion um 63% auf 47% des Grundumsatzes bremsten (p < 0,01). 
 
3.3.3.2. HSP-47-Gehalt im Myokard 
HSP-47 war ausschließlich in Zellen nachzuweisen, die auch positiv auf den Mesenchymalzellmarker 
Vimentin reagierten. Im gesunden Myokard befand sich durchschnittlich nur eine HSP-47-positive 
Zelle pro mikroskopischem Gesichtsfeld. In Gewebeschnitten von Herzen mit dilatativer Kardio-
myopathie waren signifikant mehr HSP-47-positive Zellen nachzuweisen (34 Zellen/Gesichtsfeld, 
p < 0,01), während unter LVAD-Support ein erneut signifikanter Rückgang auf annähernd normale 




Mit diesen Experimenten konnten wir zeigen, dass Mastzellen in der Lage sind, die Proteinsynthese in 
Fibroblasten zu beeinflussen, aber nur dann, wenn sie zur Degranulation angeregt werden, wie in 
diesem Fall mit Compound 48/80. Ob die zusammen mit den Fibroblasten kultivierten und stimulierten 
Mastzellen die Produktion von Proteinen antreiben oder eher bremsen, hängt wesentlich vom Zustand 
des Myokards ab, aus dem sie isoliert wurden. Mastzellen, die aus einem DCM-Herzen stammen, 
steigern den Grundumsatz in den Fibroblasten, während Mastzellen aus einem LVAD-unterstützten 
Myokard die Proteinproduktion erheblich verringern. Die Ergebnisse dieser in vitro Studie gehen 
einher mit den Beobachtungen aus vorangegangenen Untersuchungen unserer Gruppe, in denen wir 
einen Zusammenhang zwischen der mastzellulären Funktionalität und dem myokardialen Remodeling 
vermuteten (79). So nimmt im Verlauf einer Kardiomyopathie nicht nur der interstitielle Fibrosierungs-
grad, sondern auch die Zahl vor allem Chymase-positiver Mastzellen im Myokard deutlich zu. Die 
fakultativ vorhandene Chymase dient neben der stets vorhandenen Tryptase der Phänotypisierung der 
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Mastzellen und besitzt vermutlich über die Konversionsfähigkeit von Angiotensin I zu Angiotensin II 
eine außerordentlich hohe profibrotische Potenz (106, 107).  
Muss das geschädigte Herz bei ausgereizter medikamentöser Therapie durch ein maschinelles ventri-
kuläres Assist Device unterstützt werden, kommt es in dieser Phase der funktionellen Entlastung zu 
weiteren strukturellen Umbauvorgängen, dem sog. Re-Remodeling, bei dem der myokardiale Fibro-
sierungsgrad wieder abnimmt und die Ventrikelfunktion sich zu erholen scheint (80, 90). 
Interessanterweise stiegen unter diesen Bedingungen die Mastzellzahlen weiter an, diesmal jedoch 
hauptsächlich Chymase-negative Mastzellen. Es wird vermutet, dass durch das Fehlen von Chymase 
die Zusammensetzung auch der übrigen mastzellulären Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflusst 
wird und somit die antifibrotische Wirkung überwiegt (113). In der Literatur finden sich diesbezüglich 
mehrere Theorien der Mastzell-Interaktion: Aktivierte Mastzellen setzen Mediatoren frei, die wieder-
um bei Fibroblasten und Endothelzellen die Freisetzung von Extrazellulärmatrix abbauenden Proteasen 
bewirken (114). Mastzellen können aber auch inaktive Proteasen wie pro-MMP-3, pro-MMP-9 oder 
pro-Urokinase aktivieren (115-117). Chancey et al. berichteten über die Aktivierung von MMP-2 durch 
Mastzelldegranulation in Rattenherzen (118). Schließlich können die Mastzellproteasen die Extra-
zellulärmatrix direkt abbauen (119); Farajado et al. haben gezeigt, dass -Tryptase Gelatin spaltet und 
Kollagen I denaturiert (120). 
Neben den Zellkulturen haben wir auch die HSP-47-Expression im Myokard untersucht, um Hinweise 
auf die Kollagenproduktion in vivo zu bekommen. HSP-47 bindet im Endoplasmatischen Retikulum an 
Prokollagenmoleküle und dient so der Stabilisierung des Prokollagens, verhindert die vorzeitige 
Aggregierung in oligomere Formen und moduliert den Transport zum Golgi-Apparat bis zur Sekretion 
(112). Die Expression von HSP-47 geht hierbei einher mit der Expression von Kollagen I und III (121). 
Nachdem wir unsere Gewebeproben entsprechend immunhistologisch eingefärbt hatten, konnten wir 
im gesunden Myokard nur wenige Zellen sehen. In DCM-Geweben war ein signifikanter Anstieg an 
HSP-47- und Vimentin-positiven Zellen zu verzeichnen – ein Hinweis auf eine erhöhte Kollagen-
produktion. Die Auswertung der Gewebeschnitte von DCM-Herzen, die sich vorher an einem links-
ventrikulären Assist-System befanden, ergab wiederum deutlich weniger, annähernd normal viele 
Zellen, was auf einen Rückgang der Kollagensekretion unter Entlastung hindeutete.  
 
Zusammenfassend könnte der unter linksventrikulärem Assist beobachtete Rückgang der Myokard-
fibrose Ausdruck eines Re-Remodelingprozesses sein, der in noch nicht bekanntem Umfang von einer 
phänotypisch und/oder funktionell veränderten Mastzellpopulation getragen wird. Als mögliche 
Mechanismen kommen sowohl die Hemmung der überschießenden fibroblastären Kollagenproduktion 







Extrakorporale Kreislaufunterstützungssysteme ermöglichen, korrigierende Eingriffe am Herzen 
vorzunehmen oder die Funktion des Herzens teilweise oder ganz, kurz- oder langfristig zu über-
nehmen. Obwohl in vielen Fällen lebensverlängernd oder gar lebensrettend, greift die maschinelle 
Aufrechterhaltung der Zirkulation in die Physiologie des Körpers und der Organfunktionen ein. 
 
 
4.1. Die Pathologie der Herz-Lungen-Maschine bei kardiochirurgischen 
Standardeingriffen 
Der Patient, dessen arterieller Blutfluß während eines Eingriffs am offenen Herzen, wenn auch nur für 
kurze Zeit, von einer Herz-Lungen-Maschine übernommen wird, befindet sich in einem abnormen 
Zustand, der die meisten, wenn nicht alle physiologischen Vorgänge beeinträchtigt. Ist sein Blut bisher 
durch mit Endothel ausgekleidete Gefäße geflossen, wird es während der EKZ durch körperfremde 
Materialien geleitet. Als Folge dieses Kontaktes zwischen Blutkomponenten und Fremdoberflächen 
kommt es zur Aktivierung einer Vielzahl von humoralen und zellulären Bestandteilen des Abwehr-
systems und es droht eine systemische Entzündungsreaktion, das sogenannte SIRS (20-25). Das 
Ausmaß dieser Reaktion hängt ab von der Oberfläche der Biomaterialien, der Perfusionsdauer, der 
Temperatur, dem Blut-Wund-Kontakt und nicht zuletzt von intraindividuellen Patientenfaktoren, wie 
Komorbiditäten, Allgemeinzustand und Alter (26-31). Klinisch beobachtet man Fieber, Gerinnungs-
störungen, pulmonale, renale und/oder gastrointestinale Dysfunktionen, Leberfunktionsstörungen, 
sowie neurologische und neurokognitive Ausfälle (25, 122-126). Westaby beschrieb dieses Phänomen 
als sogenanntes „Postperfusionssyndrom“ (127).  
Die Vermutung lag nahe, dass durch strikte Reduktion der Fremdoberflächen und durch Modifikation 
im apparativen Aufbau hinsichtlich dieser Pathologie Verbesserungen zu erzielen sind. Bei den Mini-
HLM-Systemen handelt es sich um geschlossene Systeme, bei denen man auf das venöse Hartschalen-
reservoir einschließlich Kardiotomiesaugereinheit verzichtet, Schlauchverbindungen verkürzt oder 
Shuntlinien gänzlich einspart und als Antrieb die Rollenpumpe gegen eine Zentrifugalpumpe ersetzt. 
Man erreicht eine Einsparung des zur Vorfüllung der HLM notwendigen Primingvolumens von 1,5 l 
auf 500 ml, welches beim ersten Umlauf in vollem Umfang den Patientenkreislauf erreicht und zu 
einer signifikanten Hämodilution mit möglichen Konsequenzen auf Sauerstofftransportkapazität, 
kolloidosmotischen Druck, Elektrolyt-Homöostase und Granulozytenaktivierung führt (46, 128, 129). 
Darüber hinaus entfällt mit der Kardiotomiesaugereinheit die ständige Retransfusion von perikardialem 
Saugerblut, das zusammen mit der Oberflächenaktivierung im Reservoir für eine Vielzahl inflam-
matorischer Reaktionen im Rahmen von HLM-assistierten Herzoperationen verantwortlich gemacht 
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wird (29, 40, 41). Aber auch die Art der Pumpe beeinflusst die Homöostase des Blutes. Es gelang zu 
zeigen, dass der Einsatz von Zentrifugalpumpen anstelle von Rollenpumpen nicht nur eine geringere 
Hämolyse und Thrombozytenaktivierung zur Folge hat, sondern auch das postoperative Outcome der 
Patienten vor allem hinsichtlich neurologischer Komplikationen entscheidend verbessert (49-51). 
 
In unserer ersten Studie bewies das miniaturisierte HLM-System eine verbesserte perioperative Myo-
kardprotektion gegenüber der Standard-HLM. Eine eindeutige Erklärung wurde bisher nicht gefunden. 
Möglich wäre ein direkter Zusammenhang zwischen myokardialer Schädigung und inflammatorischen 
Prozessen, welche sowohl durch den Kontakt mit der Fremdoberfläche, aber auch durch die Hämo-
dilution initiiert werden (42-44). Letztere könnte über die affektierte Sauerstofftransportkapazität einen 
zusätzlichen Beitrag leisten. Ein weiterer Aspekt ergibt sich unserer Ansicht nach aus der Geschlossen-
heit der Mini-HLM. Hierdurch ist es nicht wie bei konventionellen Systemen möglich, zwischenzeit-
lich größere Mengen Volumen aus dem Patienten in das venöse Reservoir umzuverteilen. Als Folge 
besteht ein minimaler koronarer “Restfluss“, der zwar, verwendet man kein entsprechendes Spül- oder 
Saug-Device, bei der koronaren Anastomosenanlage unter Umständen hinderlich sein kann, der aber 
auch zuverlässig Luft im Koronarsystem verhindert und, wenn auch wahrscheinlich nur minimal, eine 
gewisse Myokardversorgung erlaubt. Ebenfalls zu diskutieren ist die von uns und anderen beobachtete 
häufigere spontane Wiedererlangung von Sinusrhythmus nach Aortenöffnung bei Verwendung der 
Mini-HLM (38). Nicht nur, dass dies bereits Ausdruck einer verminderten myokardialen Affektion sein 
kann, es entfällt auch die Notwendigkeit der Defibrillation im Falle von Kammerflimmern in der 
frühen Reperfusionsphase mit dem damit verbundenen, wenn auch geringen Anstieg der Herzenzyme 
(130, 131). 
 
In einem weiteren Projekt haben wir erstmalig die Funktion und den Zustand des Endothels von 
Patienten mit koronarer Herzerkrankung vor, während und nach aortokoronarer Bypassversorgung 
untersucht. Hierzu haben wir uns des neuen und von Woywodt et al. modifizierten Verfahrens der 
zirkulierenden Endothelzell-Enumeration bedient (59). Die Wertigkeit dieses Verfahrens liegt in der 
Möglichkeit, nicht nur einen endothelialen Schaden aufzuzeigen, sondern sogar das Ausmaß einer 
derartigen Schädigung als direkte Korrelation zu den zirkulierenden Endothelzellen bestimmen zu 
können (60, 61). Wir konnten so feststellen, dass bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung im 
Gegensatz zu Gesunden ein chronischer Endothelschaden besteht, der im Rahmen der aortokoronaren 
Bypass-OP sogar noch zunimmt. Vorteile hatte auch hier die Mini-HLM, unter deren Einsatz die 
endotheliale Irritation signifikant geringer ausfiel. Da wir nicht von einer direkten mechanischen 
Schädigung, wie sie etwa bei der Aortenkanülierung oder Bypassanastomosierung auftritt, ausgehen, 
ist eher ein indirekter Mechanismus der Endothelzellablösung über Neutrophileninteraktion, Zytokine 
und Proteasen anzunehmen (53). 
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Heute ist der maschinelle kardiopulmonale Bypass ein Standardverfahren mit geringem Risiko für 
Patienten, die elektiv zur Herzoperation kommen. Eine ständig älter werdende, zum Teil multimorbide 
Patientenpopulation und der steigende Bedarf an komplexen Kombinations- und Revisionseingriffen 
erfordern in zunehmenden Maße die kritische Indikationsstellung und die stringente Abwägung von 
Risiko und Erfolgsaussichten für den geplanten Eingriff. Nicht nur, aber speziell diese Hochrisiko-
Patienten werden von dem Einsatz solcher minimierten Herz-Lungen-Maschinen profitieren, die die 
Sicherheitsstandards der konventionellen Systeme bieten, jedoch ein geringeres Operationstrauma 
verursachen und so vergleichbar wenig in die Physiologie des Körpers eingreifen. 
 
 
4.2. Kardiale Veränderungen während mittel- bis langfristiger 
mechanischer Entlastung mittels linksventrikulärem Assist Device 
Die Entstehung der terminalen Herzinsuffizienz ist ein komplexer, zeitlich meist protrahierter Vorgang, 
dessen Ätiologie nicht vollständig bekannt ist. Es stehen myokardiale Infarzierung und Hypertension 
im Vordergrund, aber auch virale Infektionen, Toxinexposition, Chemotherapeutika und genetisch 
bedingte Muskelerkrankungen kommen als Auslöser in Betracht. Unabhängig vom zugrunde liegenden 
Agens geht die Entwicklung der terminalen Herzinsuffizienz einher mit der Hypertrophierung des 
Herzmuskels, der Ausbildung einer interstitiellen Fibrose und dem Nachlassen der Kontraktilität, 
Vorgänge, die unter dem Begriff des „(myo-) kardialen Remodeling“ zusammengefasst werden. Die 
Indikation für ein Assist Device ist dann gegeben, wenn das derart umstrukturierte Herz trotz intra-
venöser inotroper Therapie nicht mehr in der Lage ist, eine ausreichende Perfusion des Körpers zu 
gewährleisten (132, 133). Neben der Aufrechterhaltung der Endorganfunktionen erlaubt das VAD die 
vollständige Entlastung des primär pumpinsuffizienten Ventrikels, wodurch erneute strukturelle 
Veränderungen im Myokard initiiert werden. Im Rahmen dieser als „reverse Remodeling“ oder kurz 
„Re-Remodeling“ zu bezeichnenden Vorgänge konnten wir einen signifikanten Rückgang der inter-
stitiellen Fibrose im mechanisch entlasteten Ventrikel feststellen (79, 80). Nach unseren Ergebnissen 
ist dieser neuerliche Umbau unter VAD-Support durch die Verschiebung des physiologischen Gleich-
gewichtes zwischen Kollagenaufbau und -abbau im Myokard zu Gunsten der antifibrotischen 
Mediatoren bedingt. Hier hat möglicherweise die Mastzelle eine zentrale Position bei der Modulation 
dieser Vorgänge. Unter mechanischer Entlastung haben sich die Phänotypie und/oder die spezifische 
Konstellation der Mastzellpopulation im Myokard geändert. In nachfolgenden in vitro Versuchen 
konnten wir die direkte Interaktion zwischen Mastzellen und den für die Kollagenproduktion ver-
antwortlichen Fibroblasten nachweisen (134). In Zellkulturen haben Mastzellen aus DCM-Herzen den 
Proteingrundumsatz in den Fibroblasten deutlich gesteigert, während Mastzellen, die nach LVAD-




Die strukturellen Veränderungen im Myokard wurden anhand von Gewebeproben zum Zeitpunkt der 
LVAD-Implantation bzw. der LVAD-Explantation analysiert. Nichtsdestotrotz unterstanden die 
Patienten einem intensiven Monitoring während der Zeit am LVAD. Die Vermutung, dass es im 
Rahmen des Re-Remodeling zur Verbesserung der kardialen Funktionsparameter kommt, hat sich 
bestätigt. Darüber hinaus lies sich ein signifikant korrelierender Zusammenhang zu den etablierten 
Herzinsuffizienzmarkern BNP und ET-1 herausarbeiten, was die Vermutung der myokardialen Er-
holung am Assist Device bekräftigte (90). Es ist somit auch nicht verwunderlich, dass es mittlerweile 
Veröffentlichungen über erfolgreiches Weaning vom LVAD mit guten Langzeitverläufen gibt (135). 
Die Patienten in unseren Studien wurden bis zur Herztransplantation am Assist Device unterstützt. Ein 
Weaning vom mechanischen Ventrikel ohne Transplantation war trotz der funktionellen Verbesserung 




4.3. Zusammenfassung der übergreifenden Effekte von HLM und VAD 
und Ansätze zu deren Modifikation 
Die maschinelle Kreislaufunterstützung stellt einen massiven Eingriff in die Homöostase des Blutes, 
der Organe und der Gewebe dar. Das Ausmaß eventueller Organschäden hängt wesentlich von der 
Konfiguration und Betriebsdauer des extrakorporalen Systems sowie von der bestehenden Morbidität 
des Patienten ab. Die HLM ist als Kurzzeit-Kreislaufunterstützung während herzchirurgischer Eingriffe 
zu verstehen. Als solche wird bei deren Einsatz auf minimales Bluttrauma fokussiert. Biokompatible 
Oberflächenbeschichtungen, atraumatische Komponenten, Verminderung der Fremdoberflächen und 
Vermeidung von Blut-Luft-Kontakt begründen das Konzept der Mini-HLM, deren positive Effekte 
mittlerweile hinlänglich dokumentiert sind.  
VADs enthalten weitaus weniger traumatisierende Komponenten als die HLM. Ihre Pathogenität 
resultiert aus der üblicherweise langen Betriebsdauer. Während der Einsatz der HLM im Rahmen von 
Herzoperationen praktisch in jedem Fall eine Wiedererholung der Myokardfunktion impliziert, ist der 
Wert von VADs für die myokardiale Regeneration bei terminaler Herzinsuffizienz Gegenstand wissen-
schaftlicher Diskussion.  
Die vorliegende Arbeit liefert klinisch-experimentelle Ansätze, wie durch gezielte Modifikation der 
HLM schädigende Nebeneffekte wie Inflammation und Myokardschädigung vermindert werden 
können. Weiterhin wird aufgezeigt, dass es möglich ist, ein terminal geschädigtes Myokard mittels 
VAD langfristig zu unterstützen und so regenerative Prozesse auf zellulärer und subzellulärer Ebene zu 
induzieren. Unter diesem Gesichtspunkt kommt den VADs nicht nur eine überbrückende, sondern eine 
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Clinical Cardiovascular/Cardiopulmonary Bypass
Minimizing Cardiopulmonary Bypass Attenuates Myocardial
Damage After Cardiac Surgery
CHRISTIAN A. SKRABAL, GUSTAV STEINHOFF, AND ANDREAS LIEBOLD
The standard heart-lung machine is deemed a major trigger of
systemic inflammatory reactions, potentially inducing organ
failure. The strict reduction of blood–artificial surface and
blood-air contact might represent meaningful improvements
of the extracorporeal technology with respect to organ pres-
ervation. In this study, we assessed perioperative myocardial
damage by using a novel minimal extracorporeal circuit
(MECC) and a conventional cardiopulmonary bypass (CPB)
system.
Sixty patients scheduled for coronary artery bypass surgery
were randomly assigned to either the MECC or the standard
CPB system. Myocardial markers were determined by specific
immunoassays 6, 12, and 24 hours after CPB initiation. Re-
sults were corrected for hemodilution.
Demographics, hemodynamics, the number of anastomo-
ses, CPB, and cross-clamp time were comparable between the
groups. MECC patients demonstrated significantly lower lev-
els of Troponin T (ng/ml) at 6, 12, and 24 hours (0.07  0.01
vs. 0.16  0.04, p < 0.005; 0.12  0.03 vs. 0.28  0.08, p <
0.008; 0.21  0.05 vs. 0.35  0.09, p < 0.03, respectively)
and creatine kinase-MB (U/l) at 6 and 12 hours (22.5  1.5
vs. 40.6  3.3, p < 0.0001; 23.3  3.4 vs. 40.8  8.0, p <
0.001, respectively). Creatine kinase-MB at 24 hours tended
to lower values in the MECC group but did not quite reach
statistical significance.
The MECC system may not only provide a less invasive
solution to meet the requirements during cardiac surgery but
also a more organ-preserving alternative to standard CPB.
ASAIO Journal 2007; 53:32-35.
On May 6, 1953, Dr. John Gibbon performed his first suc-
cessful operation using a mechanical heart and lung apparatus
on a 18-year-old woman with a large atrial septal defect.1
Since then, cardiopulmonary bypass (CPB) has progressed
through pioneering and development and is now in a refine-
ment process in which clinicians and researchers collaborate
to further improve its elaborated technology. Still, a drawback
is the interaction between blood components and the artificial
surfaces of the heart-lung machine that is, at least to some
extent, responsible for an inappropriate inflammation affecting
the whole body also known as systemic inflammatory response
syndrome.2,3 The clinical manifestation of this inflammatory
response varies, but in some patients, it can be fatal. The most
effective approach to prevent these biomaterial-mediated
complications is to strictly avoid CPB whenever possible. Off-
pump surgery (OPCAB) is booming since the 1990s, with
encouraging results. Early reports suggested better preservation
of the left ventricular contractility and a lower incidence of
perioperative infarction than when cardiac arrest was estab-
lished.4,5 A recent publication confirmed that OPCAB surgery
is less damaging to the myocardium but also demonstrated
explicitly that the graft-patency rate was significantly lower at
3 months in the off-pump group than in the on-pump group
and that this difference might have implications with respect to
the long-term outcome.6 Yet, conventional “on-pump” coro-
nary artery bypass graft surgery (CABG) carries two main risks:
The CPB is primarily responsible for the above-mentioned
systemic inflammation, and ischemia during aortic cross-
clamping results in myocardial damage.2,7 Recently, several
new CPB concepts were developed, targeting the strict reduc-
tion of artificial surface area, blood-air interface, and the op-
timization of surface coating. The minimal extracorporeal cir-
cuit (MECC) is one of those systems successfully used in our
institution. In the present study, we investigated the effect of
different CPB concepts on myocardial tissue injury in patients
undergoing CABG.
Materials and Methods
The study was approved by the local ethics committee. Sixty
patients scheduled for elective CABG were prospectively, ran-
domly assigned into two groups of 30 patients each, according
to the type of CPB used. Surgeons were randomly assigned to
the cases without reference to either CPB. For standard CPB, a
microporous membrane oxygenator (Jostra Quadrox, Maquet
Cardiopulmonary AG, Hirrlingen, Germany) with cardiotomy
suction reservoir was used with a roller pump (Jostra HL 20,
Maquet Cardiopulmonary AG). The MECC system introduces a
new diffusion membrane oxygenator (Jostra Quadrox D, Ma-
quet Cardiopulmonary AG) and a centrifugal pump (Jostra
RotaFlow, Maquet Cardiopulmonary AG); fundamental com-
ponents are reduced to minimal elements as arterial and ve-
nous lines are completely omitted as the cardiotomy reservoir.
As a consequence, the required priming volume is different:
Whereas the standard CPB circuits were filled with 1000 ml of
colloid solution and 500 ml of crystalloid solution, the MECC
systems were primed with 500 ml of crystalloid solution only.
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Both systems were heparin-coated and ensured a nonpulsatile
flow of 2.0 to 2.5 l/min m2 body surface area. No arterial line
filtration was applied.
Anesthesia
Anesthesia was induced with 1 g/kg sufentanil, 0.2 mg/kg
etomidate, 0.04 mg/kg midazolam, and 0.15 mg/kg cisatra-
curium. Anesthesia was maintained with sufentanil, totaling 1
g/kg per hour, and midazolam, 0.1 mg/kg per hour; supple-
mental sevoflurane until CPB was installed. No volatile drugs
were added during CPB.
Operation
Patients received 200 to 350 IU/kg heparin for systemic
anticoagulation. Target activated coagulation time was aimed
at 250 seconds in the MECC setup and at 400 seconds in the
standard CPB. Supplemental doses were administered if nec-
essary to maintain this target activated coagulation time. The
arterial cannula was placed in the ascending aorta; the venous
two-stage cannula was placed in the right atrium. Lines were
connected with due diligence to avoid gaseous bubbles. Myo-
cardial protection was achieved by antegrade administration
of Calafiore blood cardioplegia. Mild hypothermia (31 to
32.5°C) was instituted immediately after CPB initiation. Low-
dose aprotinin (1  106 IU) was administrated in the CPB
priming solution. Additionally, the anesthesiologist applied
1  106 IU aprotinin per hour of CPB time. The aorta was
cross-clamped while the distal anastomoses were completed.
The proximal vein anastomoses were established with partial
occlusion of the ascending aorta while the patient was re-
warmed. Blood from the surgical site was collected in the
cardiotomy reservoir in the standard CPB group or in a cell-
saving device in the MECC group. After CPB, protamine (1
mg/100 units of total heparin) was administered to antagonize
heparin.
Samples and Endothelial Markers
Analysis was performed 6, 12, and 24 hours after CPB
initiation. Blood was collected into microtainers with lithium
heparin, centrifuged at 3345  g for 15 minutes, and super-
natant was frozen at –70°C for batch analysis. Creatine ki-
nase-MB (CKMB, mass) and Troponin T were measured by
electrochemiluminescence technique (Elecsys 2010, Roche
Grenzach-Wyhlen, Germany).
Statistical Analysis
Results are expressed as mean  standard error of mean
(SEM). Normal distribution was tested by the Kolmogorov-
Smirnov test. The two-tailed Student t test for paired samples
was used to analyze differences between paired measurements
of each patient, for unpaired samples to analyze differences in
corresponding data between the groups. If data were not nor-
mally distributed (CKMB, Troponin T), nonparametric tests
were used for statistical purposes. Differences between the
groups in corresponding measurements were analyzed by use
of the Mann-Whitney U test. The Wilcoxon matched pairs test
was used for analysis of measurements for each patient over
time. All data analyses were performed with the use of SPSS
version 11.0 (SPSS, Inc., Chicago IL). Generally, a value of p
0.05 was considered to indicate statistical significance.
Results
Demographics and perioperative clinical data of our pa-
tients are listed in Table 1. There was no statistical difference
between the groups regarding age, body surface area, preop-
erative ejection fraction, cross-clamp duration, CPB time,
number of grafts, need for inotropic support, and intensive care
unit stay. The perioperative and in-hospital mortality rate was
0%, and postoperative recovery was uneventful for all patients.
Interestingly, the 24-hour blood loss was significantly higher in
the standard CPB than in the MECC group (p  0.05).
Hemodilution/Hematocrit
Preoperative hematocrit values were significantly higher in
the standard CPB group compared with the MECC group (41%
 0.5% vs. 39%  0.7%, p  0.0045). During CPB, hemat-
ocrit decreased significantly in all patients compared with
baseline values (p  0.0001). The use of the MECC system
resulted in a minor hemodilution, with a decrease in hemato-
crit of 8.9%  0.6% vs. 11.3%  0.5% (p  0.005) immedi-
ately after surgery as well as at 12 hours and 24 hours after CPB
initiation (6.9%  0.6% vs. 9.8%  0.6%, p  0.002; 7.9% 
0.5% vs. 10.6%  0.6%, p  0.002, respectively) (Figure 1).
Myocardial Marker
Postoperative Troponin T (ng/ml) was significantly lower in
the MECC group at 6, 12, and 24 hours after CPB initiation
(0.07  0.01 vs. 0.16  0.04, p  0.005; 0.12  0.03 vs.
0.28  0.08, p  0.008; 0.21  0.05 vs. 0.35  0.09, p 
Table 1. Patients Demographics and Perioperative Data
Standard-CPB MECC p value
Total (n) 30 30
Age (years) 63.8  1.7 65.8  2.2 0.487
BSA 2.00  0.04 1.91  0.03 0.077
Preop EF 63.1  2.8 57.0  3.5 0.180
Grafts 3.8  0.15 3.6  0.15 0.439
Cross-clamp time (min) 49.5  2.87 52.32  2.58 0.472
CPB time (min) 92.1  4.3 85.5  3.4 0.234
Inotropic support (- 6 h) 8 (26.7%) 8 (26.7%) 1.0
24-h blood-loss (ml) 327  46 222  23 0.048
ICU stay (days) 1.0  0.0 1.1  0.0 0.304
33MINIMIZED CPB SYSTEMS IN CARDIAC SURGERY
0.03, respectively). Also, postoperative CKMB (U/l) levels at 6
and 12 hours were less elevated with MECC compared with
standard CPB (22.5  1.5 vs. 40.6  3.3, p  0.0001; 23.3 
3.4 vs. 40.8  8.0, p  0.001, respectively). At 24 hours,
CKMB tended to lower values in the MECC group, but differ-
ences were not quite statistically significant. Results are pre-
sented in Figure 2.
Discussion
This study was designed to further investigate the myocar-
dial damage that occurs during CABG surgery. We hypothe-
sized that not only the surgical procedure and the ischemia/
reperfusion injury during and after aortic cross-clamping but
also the heart-lung machine itself contributes to myocardial
necrosis. We further assumed that a minimized CPB system
would benefit myocardial preservation. Meanwhile, quite a
few mini-CPB systems are on the market, but the common
breakthrough is still outstanding. Even if there are fewer com-
ponents in a mini-CPB, the lower output figures make the
system currently more expensive than a standard system.
The MECC system that we used is one of the vanguards in
mini-CPB. Fromes et al.8 were some of the first investigators to
report their experiences with MECC. Their efforts concentrated
on the inflammatory alterations, and they detected lower levels
of Interleukin-6, tumor necrosis factor-, and polymorphonu-
clear elastase when using MECC compared with standard CPB.
A recent study using CorX, another novel miniaturized system
provided by CardioVention Inc. (Santa Clara, CA), delivered
similar results.9 Vaislic et al.10 emphasized the clinical usabil-
ity of MECC, as they used it successfully in 40 Jehovah’s
Witnesses, primarily to save blood. In an earlier retrospective
study, we reported fewer postoperative complications when
using MECC, including less myocardial infarction.11 The set-
up-dependent myocardial injury during CPB was further inves-
tigated in a recent publication by Immer et al.12 During sur-
gery, they analyzed myocardial plasma markers and detected
reduced myocardial injury when using MECC. Even if similar
to our present study at first glance, both studies differ in some
aspects. Immer et al. performed a prospective, nonrandomized
study in that cardioplegia was administered one time in the
MECC but repeatedly every 20 to 30 minutes in the standard
CPB group, and “hot shot” was given when standard CPB was
used. In our prospective, randomized approach, Calafiore
blood cardioplegia administration was alike in both groups,
but hot shot was not given in either group. Other differences
concern technical features, as we did not use the Cardiosmart
suction device nor an ultrasound probe to detect air in the
venous line. Nevertheless, the results are very comparable, so
that differences between both setups seem not to be determin-
ing. The overall higher myocardial marker range in both of our
groups might issue from the correction for hematocrit that we
performed to exclude dilution errors. Van Boven et al.13 un-
dertook a more general assessment of organ damage. They
measured oxidative stress parameters that indicated a better
global organ preservation when using MECC compared with
standard CPB. Speculations as to why the MECC system is
more organ preserving and, as our results show, less damaging
to the myocardium, require the further analysis of both setups.
Patient demographics and perioperative data were similar in
both experimental groups, including surgeons and surgical
techniques, number of grafts, and transient ischemia during
aortic clamping. In search of methodical differences, the use of
cardiotomy suction might be decisive because retransfusion of
pericardial suction blood is deemed to be an important trigger
of inappropriate inflammation.14,15 Myocardial injury may be
directly associated with this inflammatory activity.16–18 Differ-
entially from this pathway, pericardial suction blood itself
contains high levels of CK and CKMB, especially when the
internal mammary artery was dissected and used for bypass. In
the case of retransfusion, these enzymes reach circulation and
elevate the systemic concentration.19
Further modifications concern the reduced artificial surface
and the decreased need in priming volume resulting in lower
hemodilution. Gourlay et al.20 demonstrated that neutrophil
activation increases proportional to the artificial surface area
but in inverse proportion to the hematocrit. The cardiotomy
suction reservoir reinforces the inflammatory response not
only by its additional artificial surface but also by introduction
of a blood-air interface.21
Finally, the pump type might also influence the blood cell
homeostasis. Several studies could reveal advantages of cen-
trifugal over roller pumps concerning red blood cell preserva-
tion and platelet activation.22–24
However, in the present study, we compared the CPB sys-
tems as whole units, knowing that the influence of each com-
ponent requires further analysis. In this prospective, random-
ized study, the minimized CPB system used routinely in our
institution revealed significant benefits with respect to myo-
cardial preservation during CABG. The renunciation of car-
diotomy suction and the reduced artificial surface area might
be the key features of the mini-setup making it less harmful
than a standard CPB.
Figure 1. Differences in hematocrit.
Figure 2. Myocardial marker.
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Circulating endothelial cells demonstrate an attenuation
of endothelial damage by minimizing the extracorporeal
circulation
Christian A. Skrabal, MD,a Yeong H. Choi, MD,a Alexander Kaminski, MD,a Michael Steiner, MD,b Guenther Kundt, PhD,c
Gustav Steinhoff, MD, PhD,a and Andreas Liebold, MD, PhDa
Objective: Detachment of endothelial cells may represent serious injury of the
endothelium after cardiopulmonary bypass. We investigated whether the extent of
endothelial injury is related to the type of cardiopulmonary bypass system used
(conventional or minimized) and determined circulating endothelial cells as well as
von Willebrand factor and soluble thrombomodulin.
Methods: Twenty patients scheduled for elective coronary bypass grafting were
randomly assigned to either the minimal extracorporeal circulation system or the
standard cardiopulmonary bypass. Ten healthy volunteers served as controls. Cir-
culating endothelial cells per milliliter of full blood were perioperatively determined
by immunomagnetic cell separation technique. Endothelial plasma markers were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay.
Results: Preoperative circulating endothelial cell numbers did not differ between the
experimental groups, but were significantly higher than in the healthy controls (18.6 
5.6 vs 7.2  3.8, P  .001). At 6 hours, circulating endothelial cell numbers
increased significantly compared with baseline in both experimental groups and
peaked at 12 hours after cardiopulmonary bypass initiation, each time with significantly
lower values in the minimal extracorporeal circulation group (6 hours: 44.0  9.9 vs
29.6 9.8, P .007; 12 hours: 48.1 6.8 vs 31.8 7.1, P .001). Likewise, von
Willebrand factor and soluble thrombomodulin postoperatively increased in both
groups with a tendency toward lower levels in the minimal extracorporeal circula-
tion group. Although circulating endothelial cells gradually declined, continually
with lower numbers in the minimal extracorporeal circulation group, the endothelial
plasma markers remained elevated during observation time.
Conclusions: Circulating endothelial cells represent a novel marker of the intrinsic
endothelial damage caused by cardiopulmonary bypass. Its analysis facilitates the
evaluation of cardiopulmonary bypass modifications as the minimal extracorporeal
circulation system could be proven to be less injurious to endothelium and myo-
cardium.
Since its first successful clinical use in the early 1950s, cardiopulmonarybypass (CPB) has undergone a variety of technical improvements. Nonethe-less, there are recent trends in minimizing or completely avoiding the current
CPB, mainly to reduce the blood–foreign surface contact. According to the Society
of Thoracic Surgeons National Database, serious complications develop in 20% of
low-risk patients after cardiac surgery.1 More than 20 years ago, Kirklin and
colleagues2 reported an activation of the complement system after CPB. It is
common knowledge that CBP triggers a global defense reaction of the whole body,
usually denoted as systemic inflammatory response syndrome.3,4©An©option©to
attenuate the deleterious CPB-related effects might be the strict reduction of foreign
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surfaces, avoidance of blood–air contact, and modification
of the pump itself. The advantages of such a minimized
system have been shown in clinical studies by our group and
others.5,6©The©minimal©extracorporeal©circulation©(MECC)
circuit used is a closed, fully heparin-coated, and precon-
nected extracorporeal circulation system consisting of a
diffusion membrane oxygenator and a centrifugal pump but
foregoing a reservoir for pericardial suction blood.
The contact activation of blood cells with artificial surfaces
and air, the operative trauma itself, ischemia/reperfusion in-
jury, hemodilution, and endotoxemia caused by intestinal
hypoperfusion are the predominant triggers of complement
activation, alteration of the cytokine steady-state, alteration of
coagulation and fibrinolysis, activation of immune-competent
cells,©and©endothelial©damage.7©So©far,©assessment©of©endo-
thelial function has been accomplished by analysis of spe-
cific plasma markers such as von Willebrand factor (vWf),
soluble thrombomodulin (sTM), soluble E-selectin, tissue
plasminogen activator, or soluble endothelial cell protein C
receptor. More recently, a novel method for assessing vas-
cular integrity was established: the determination of circu-
lating endothelial cells (CECs) immunomagnetically sepa-
rated from the peripheral blood. Under physiologic
conditions, CECs occur in the blood of healthy individuals
in the range of 5 cells/mL, whereas elevated numbers are
found among those with sickle cell anemia, rickettsial, and
cytomegalovirus infections, Behçet disease, various forms
of©vasculitis,©and©type©2©diabetes©mellitus.8-10©Mutin©and
colleagues11©detected©elevated©CECs©in©patients©with©acute
myocardial infarction and unstable angina. CECs have also
been shown to correlate with disease status and response to
treatment in patients with renal transplant rejection or acute
myeloid©leukemia.12,13
In this pilot study, we investigated the endothelial acti-
vation in patients with cardiovascular disease before, dur-
ing, and after cardiac surgery. The endothelial disturbance
was sought to delineate by enumeration of CECs and anal-
ysis of vWf and sTM. By randomly using the MECC system
or standard CPB, we evaluated the endothelial damage
induced by each system.
Patients and Methods
The study was approved by the local ethical board. Twenty
nondiabetic patients scheduled for elective coronary artery by-
pass graft surgery were prospectively randomized into 2 groups
of 10 patients each according to the type of CPB used. Exclu-
sion criteria were ejection fraction less than 25%, age more than
80 years, emergency operation, redo or combined cardiac sur-
gery, severe renal dysfunction with or without requiring dialy-
sis, and hepatic disorder. The randomization plan (20 patients in
2 sub-blocks) was generated by an open-access web-based tool
(http://www.tufts.edu/©gdallal/PLAN.HTM).© For© standard
CPB, a polypropylene, microporous (0.2 m), hollow-fiber
oxygenator (Jostra Quadrox, Maquet Cardiopulmonary AG,
Hirrlingen, Germany) with cardiotomy suction reservoir was
used with a roller pump (Jostra HL 20, Maquet Cardiopulmo-
nary AG). The MECC system introduces a new polymeth-
ylpenten hollow-fiber oxygenator with a plasmatight diffusion
membrane (Jostra Quadrox D, Maquet Cardiopulmonary AG)
and a centrifugal pump (Jostra RotaFlow, Maquet Cardiopul-
monary AG), whereas fundamental components are reduced to
minimal elements as arterial and venous lines or completely
omitted as the cardiotomy reservoir. Both systems including the
oxygenators were heparin coated and ensured a nonpulsatile
flow of 2.0 to 2.5 L · min · m2 body surface area. Ten healthy
volunteers served as controls (7 males, 3 females) to evaluate the
preoperative endothelial activation status of patients with cardiovas-
cular disease.
Anesthesia
Anesthesia was induced with 1 g/kg sufentanil, 0.2 mg/kg eto-
midate, 0.04 mg/kg midazolam, and 0.15 mg/kg cisatracurium.
Anesthesia was maintained with sufentanil, totaling 1 g/kg/h and
midazolam 0.1 mg/kg/h; supplemental sevoflurane was given until
CPB. No volatile drugs were added during CPB.
Operation
Approximately 300 IU heparin per kilogram of total body weight
was administered for systemic anticoagulation to aim at a target
activated coagulation time of 350 to 400 seconds. The arterial
cannula was placed in the ascending aorta, and the venous 2-stage
cannula was placed in the right atrium. Lines were connected with
diligence to avoid gaseous bubbles. Myocardial protection was
achieved by antegrade administration of Calafiore blood cardio-
plegia. Mild hypothermia (31°C-32.5°C) was instituted immedi-
ately after CPB start, measured by an esophageal temperature
probe. Low-dose aprotinin (1106 IU) was administrated in the
CPB priming solution. In addition, the anesthesiologist applied
1106 IU aprotinin per hour of CPB. The aorta was crossclamped
while the distal anastomoses were completed. The proximal vein
anastomoses were established with partial occlusion of the ascend-
ing aorta while the patient was rewarmed. Blood from the surgical
site was collected in the cardiotomy reservoir in the standard CPB
group or in a cell-saving device in the MECC group. Thereby, cell
saving was processed at a certain blood volume (0.5 L), and
salvaged blood was retransfused only if necessary. After CPB,
protamine (1 mg/100 units of total heparin) was administered to
antagonize heparin.
Samples and Endothelial Markers
Analysis was performed preoperatively, 30 minutes, 6 hours, 12
hours, 24 hours, and 48 hours after CPB initiation. Blood was
collected into citrate tubes and centrifuged at 3345g for 15 minutes
(Heraeus Multifuge 1 S-R, Osterode, Germany), and supernatant
was frozen at 70°C for batch analysis. vWf antigen (Ag) was
measured by immunoturbidimetric determination using the Dade
Behring vWf:Ag test kit (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg,
Germany). For determination of sTM concentration a commercial
solid-phase sandwich enzyme-linked immunosorbent assay kit was
used (human sCD141 ELISA kit, Diaclone Research, Besançon,
France).
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Circulating Endothelial Cell Analysis
Blood samples for CEC quantification were taken last in EDTA
tubes to avoid contamination by endothelial cells from the vessel
wall. CEC quantification was done immediately or if unavoidable
no longer than 8 hours after collection and storage at 4°C. All
laboratory work was performed in blinded fashion with respect to
the identity of the samples.
To isolate CECs, we used M-450 Dynabeads, 4.5-m diameter
polystyrene beads coated with rat anti-mouse immunoglobulin-G1
(Dynal, Hamburg, Germany) coupled with murine anti-human
CD146 antibody (Biocytex, Marseilles, France). One milliliter of
blood was diluted with 1 mL of phosphate-buffered saline (PBS)
containing 0.1% bovine serum albumin (BSA). Twenty microliters of
FcR blocking agent (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany) were
added to prevent nonspecific leukocyte binding and incubated with
100 L anti-CD146-coated Dynabeads (8106 beads/10 L anti-
CD 146) for 60 minutes while gently agitating in a head-over-head
mixer. Cells bound to anti-CD146-coupled beads were separated
from blood in a magnet (Dynal MPC), washed 4 times with
PBS-BSA, and incubated in 100 L of rhodamine-labeled Ulex-
Europaeus-Agglutinin-1 solution (1:10 dilution, Linaris Wertheim,
Germany) for 1 hour on an orbital shaker in darkness. Cells were
washed, resuspended in 100 L PBS-BSA, and counted in a
Nageotte chamber (Brand, Wertheim, Germany) with a fluorescent
microscope (Leica DMLB, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Germany) equipped with an excitation filter N2 (BP 546/12). In
accordance with others, CECs were identified as well-delineated
round or oval rhodamine-labeled cells with a size of 10 to 40 m
and©with©more©than©4©beads©attached.14©Enumeration©of©CECs©was




All data were stored and analyzed using the SPSS statistical
package 12.0 (SPSS Inc. Chicago, Ill). Descriptive statistics were
computed for variables of interest. The computed statistics in-
cluded mean and standard deviations. Because of the small number
of patients and controls and the low power resulting in a failure to
falsify a null hypothesis, statistical tests regarding normal distri-
bution of variables were not carried out. Consequently, nonpara-
metric tests were used. For the preoperative moment, values were
available for all 3 groups; therefore, differences were analyzed
with the Kruskal-Wallis test and, if necessary, in pairs between the
groups with the Mann-Whitney U test including Bonferroni cor-
rection, which means an alpha level of 0.05/3  0.017. After CPB
initiation, values were available only in the 2 experimental groups,
and comparisons were made with the Mann-Whitney U test each
time (alpha level  0.05/5  0.01). Within-group comparisons
between all moments were made with the Friedman test. If the
hypothesis of equality of all 6 moments was rejected, comparisons
between the preoperative moment and the other 5 postoperative
times were made by using Wilcoxon tests with Bonferroni correc-
tion (alpha level 0.05/5 0.01). Generally, all P values resulted
from 2-sided tests and without Bonferroni correction a P value of
less than .05 was considered to indicate statistical significance.
Results
Patients’©perioperative©demographics©are©shown©in©Table©1.
There was no statistical difference between the experimen-
tal groups regarding age, gender ratio, preoperative ejection
fraction, CPB duration, number of grafts, and intensive care
unit stay. Four patients in the standard CPB group and 5
patients in the MECC group had a history of myocardial
infarction. One patient in the MECC group had a recent
myocardial infarction within the last 30 days (19 days). The
postoperative course was uneventful in all patients. Only 1
patient in the standard CPB group required homologous
blood transfusion on postoperative day 2. Retransfusion of
cell-saver blood was not required in any of the patients in
the MECC group.
Circulating Endothelial Cells
Preoperative CEC numbers (cells per milliliter of blood) did
not differ between the experimental groups (standard CPB:
17.8  3.9, MECC: 19.3  7.1; P  .971) but were
significantly higher than in the healthy controls (7.2  3.8;
P ©.001©for©both©of©the©2©comparisons)©(Figure©2).©During
CPB, CECs demonstrated only a slight elevation. At 6
hours, CECs increased significantly compared with baseline
in both groups and peaked at 12 hours after CPB initiation,
Figure 1. Representative microphotography of a rhodamine-
labeled CEC caught by several magnetobeads. Fluorescent mi-
croscopy, 20 magnification.
TABLE 1. Patients’ demographics
Criteria Standard CPB MECC P value
Number (n) 10 10
Age (y) 65.2 9.6 67.5  10.3 .61
Male/female 8/2 7/3 .27
Preoperative EF 0.50 0.07 0.46  0.15 .55
Previous MI (30 d) 4 (0) 5 (1) .65
CPB time (min) 102.6 24.0 90.2 35.4 .27
Grafts 3.80  0.79 3.50  0.85 .42
ICU stay (d) 1.1 0.31 1.1  0.31 .99
MECC, Minimal extracorporeal circulation; CPB, cardiopulmonary bypass;
EF, ejection fraction; MI, myocardial infarction; ICU, intensive care unit.
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each time with significantly lower values in the MECC group
(6 hours: 44.0  9.9 vs 29.6 9.8, P .007; 12 hours:
48.1 6.8 vs 31.8  7.1, P  .001). At 24 and 48 hours,
CECs gradually decreased again with lower numbers in the
MECC group (24 hours: 41.5 9.3 vs 30.7 7.0, P .011;
48 hours: 38.6  7.9 vs 29.5  5.9, P  .023). Friedman
tests documented significant changes in CECs in both ex-
perimental groups (P  .001). At any time, postoperative
values were significantly higher than initial values (Wil-
coxon test: P  .005 for each test).
Von Willebrand Factor Antigen
Preoperative vWf:Ag (international units/deciliter) did not
differ between the experimental groups (standard CPB:
143.7 48.9, MECC: 126.4 33.7; Mann-Whitney U test:
P  .436), but its concentration strongly tended to higher
values in both groups of patients with cardiovascular dis-
ease compared with the healthy controls (99.5  22.1,
standard CPB: Mann-Whitney U test: P  .019; MECC:
Mann-Whitney©U test:©P ©.075)©(Figure©3).©After©surgery,
vWf:Ag increased in both experimental groups (Friedman
test: P  .001, Wilcoxon test: P  .005 for each test). Even
if the postoperative plasma concentrations of vWf:Ag
tended to be lower in the MECC group (6 hours: 191.1 
59.4 vs 230.0  83.0; 12 hours: 215.3  65.5 vs 267.3 
68.0; 24 hours: 242.9  64.9 vs 298.8  76.2; 48 hours:
311.1  76.4 vs 359.8  56.4), differences between the
groups were not statistically significant (Mann-Whitney U
test: P  .085 for each test).
Soluble Thrombomodulin
Plasma concentration of sTM (nanograms/milliliter) was
similar in preoperative cardiovascular patients and
healthy controls (standard CPB 2.3  1.3, MECC 1.8 
0.9, controls 1.7  0.8; Kruskal-Wallis test: P  .638)
(Figure©4).©Friedman©tests©documented©significant
changes within both experimental groups (P  .001).
Whereas in the standard CPB group the postoperative
sTM concentrations were significantly higher than pre-
operative concentrations at any time (Wilcoxon test: P 
.005 for each test), only the 48-hour increase was statis-
tically significant (Wilcoxon test: P  .005) in the MECC
group. Nonetheless, there was no difference between the
groups at any postoperative time.
Discussion
To our knowledge, this is the first study investigating the
CPB-related endothelial activation by evaluation of
CECs. The particular feature of CECs is that they not
only unveil endothelial damage but also correlate with
the©activity©and©degree©of©endothelial©injury.15,16©CECs©in
our healthy volunteers were in the range of 7 cells/mL,
which©meets©current©results©of©other©groups.10,17©Mutin
and©colleagues11©observed©elevated©CECs©in©patients©18
to 24 hours after acute myocardial infarction, whereas
patients with stable angina did not show such phenom-
ena. However, we detected high CEC numbers preoper-
atively in our elective patients with stable angina.
Assuming Mutin and colleagues used the same separation
Figure 2. Course of circulating endothelial cells
(CECs) in patients with cardiovascular disease be-
fore, during, and after surgery. CECs increased sig-
nificantly in both groups post-CPB versus pre-CPB,
each time with lower numbers in the MECC group
versus standard CPB group. CEC enumeration in
healthy controls indicated a higher endothelial
baseline activity in patients with cardiovascular
disease. CPB, Cardiopulmonary bypass; MECC, min-
imal extracorporeal circulation.
Figure 3. von Willebrand factor (vWf) plasma
concentration increased significantly after CPB
versus preoperative with a tendency toward
lower values in the MECC group versus standard
CPB group. vWf values of controls were lower
than preoperative values of patients with cardio-
vascular disease. CPB, Cardiopulmonary bypass;
MECC, minimal extracorporeal circulation.
Cardiopulmonary Support and Physiology Skrabal et al
294 The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery ● August 2006
CSP
 on August 2, 2006 jtcs.ctsnetjournals.orgDownloaded from 
technique and criteria for endothelial cell identification,
we conclude that there has to be a difference in the
severity of patients’ cardiovascular atherosclerosis. Par-
ticularly, if these results are compared with the results in
our healthy volunteers, we have to presume a higher
endothelial baseline activity in patients with cardiovas-
cular disease that might be supported by likewise ele-
vated vWf. sTM was not elevated in our patients with
cardiovascular disease, at least not preoperatively. This
closely©resembles©the©results©of©Chong©and©colleagues,18
who observed a positive correlation between CECs and
vWf but not between CECs and sTM.
The fact that CECs increase significantly after CPB
might indicate an additional or new endothelial distur-
bance. Because CECs remained nearly unchanged in both
setups during CPB, we do not assume a mechanical
trigger like direct vascular manipulation during cannula-
tion or surgery. The delayed increase more likely indi-
cates a mediated mechanism of endothelial detachment
caused by direct neutrophil attack, cytokines, and pro-
teases.10©In©agreement©with©the©theory©that©activated
neutrophils interfere with endothelial cell contact, Scholz
and©colleagues19©investigated©the©modulation©of©endothe-
lial junction molecules by neutrophils isolated from pa-
tients undergoing cardiac surgery before and during CPB.
They observed an impairment of the endothelial integrity
by relocation of the zonula adherens molecule -catenin
caused only by neutrophils isolated at the end of CPB.
Due to these results, CPB triggers a time-dependent
activation of neutrophils that dissolve the endothelial
connectivity and induce detachment of endothelial cells.
The detached endothelial cells are floating in the blood-
stream and can be detected by sufficiently sensitive meth-
ods. CD146 is expressed almost exclusively on mature
endothelial cells, the exception being some tumor cell
lines.20©The©immunomagnetic©isolation©technique©we
used is a modified method used by Woywodt and col-
leagues.14©In©addition,©we©determined©endothelial©plasma
markers such as vWf and sTM, which are known to be
related to endothelial damage and capable of predicting
prognostic©outcomes.18,21,22©CECs,©vWf,©and©sTM©were
lowest preoperatively, remained low during CPB, and
were elevated 6 hours after CPB initiation in both groups.
While vWf and sTM further increased during observation
time, CECs peaked at 12 hours and decreased further on.
One major aim of our study was the comparison of 2
different CPB setups. Although the endothelial markers
responded similarly to CPB in both groups, the absolute
values were lower or at least tended to be lower in the
MECC group. In regard to the differences in the CPB
setups, we assume that any use of different components
might have an impact on inflammation-mediated endo-
thelial function. The cardiotomy suction device increases
the artificial surface area and introduces a blood–air
interface, which both trigger a strong activation of cel-
lular©components.23,24©Retransfusion©of©pericardial©suction
blood©reinforces©the©inflammatory©response.25,26©Several©stud-
ies revealed advantages of centrifugal over-roller pumps in
regard©to©cellular©activation,©especially©in©the©long©term.27-29
Finally, the oxygenators, even if structurally almost identi-
cal, differ with regard to the hollow-fiber material and
tightness. The membrane in the Quadrox D (MECC system)
has no pores, thus preventing air from entering the circuit.
Furthermore, the special oxygenator coating aims at de-
creasing the inherent pressure gradient resulting in less
hemolysis and decreased release of inflammatory mediators.
However, in our study we compared the CPB systems as
whole units well knowing that the influence of each com-
ponent requires further analysis.
One of the limitations of this study is the relatively
small number of patients in both experimental groups and
the inequality between study groups and controls. Enroll-
ing more patients would have increased the power of the
study. Additional CEC isolation from different sampling
sites, for example, the coronary sinus or pulmonary
veins, would have delivered new insights into the origin
of CECs and the potential correlation to organ ischemia.
Stepwise modification of CPB would have allowed state-
ments about the importance of the particular components
for endothelial damage. All this must be subjected to
further studies.
Figure 4. Soluble Thrombomodulin (sTm) in-
creased significantly post-CPB versus pre-CPB.
Baseline values of patients with cardiovascular
disease did not differ from those of controls.
CPB, Cardiopulmonary bypass; MECC, minimal
extracorporeal circulation.
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Conclusion
CECs represent a novel marker enabling the assessment of
endothelial injury. In contrast to well-established plasma
markers, CECs seem to be more accurate in detecting the
intrinsic endothelial damage. Patients with cardiovascular
disease not only have a higher endothelial baseline activity
than the healthy population but also sustain additional dam-
age contingent on the CPB system used. Our results indicate
that the MECC system may be less injurious to endothelium
than the standard CPB. As this was a pilot study, further
investigations are needed to validate our observations.
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Objective. Brain natriuretic peptide (BNP) and
endothelin-1 (ET-1) have been shown to be markers of
left ventricular (LV) function. To determine the feasibil-
ity of using serial assays of these neurohormones in the
assessment of cardiac status in the left ventricular assist
device (LVAD) setting, we examined the relationship be-
tween LV function, myocardial morphology, and plasma
levels of these hormones in LVAD recipients.
Methods. Plasma BNP and ET-1 levels were serially
assayed in 19 end-stage congestive heart failure (CHF)
patients before and after LVAD implantation with
various devices (i.e., MicroMed DeBakeyVAD/DVAD,
Novacor/NVAD, TCI Heartmate/TCI, Thoratec/TVAD).
Echocardiography performed correspondingly at the
time points of the hormonal assays and immunohisto-
chemical collagen staining of left ventricular tissue sam-
ples, derived from six non-failing hearts as well as from
LVAD patients at the time of device insertion and re-
moval, were then contrasted. Patients were grouped ac-
cording to device used and etiology of heart disease
(ischemic or dilated cardiomyopathy, ICM/DCM).
Results. LVAD therapy significantly improved LV
ejection fraction (EF%: 21  3.8% to 28.11  3.57%), car-
diac output (CO: 3.49  1.3 to 7.3  0.2 l/m), and left
ventricular end-diastolic diameter (LVEDD: 6.68  0.92
versus 4.79 1.54 cm,P< 0.0001) in all patients. Absolute
BNP and ET-1 plasma levels remained significantly
lower in all patients after LVAD implantation (both P <
0.001). The NVAD group exhibited the most BNP reduc-
tion and EF% increase (P< 0.0004 and P< 0.038, respec-
tively). Average collagen levels were reduced in all pa-
tients (P < 0.0005). Among the devices, the NVAD group
demonstrated the most evident change (P < 0.0036),
while there was comparable reduction in the DCM and
ICM groups (both P < 0.03). In general, postoperative
BNP and ET-1 trends exhibited a notable parallelism
with both manifesting bi-phasic tendencies and an in-
verse proportionality to corresponding EF% measure-
ments.
Conclusions. Device selection appears to influence the
cardiac morphological and neurohormonal expressive
tendencies exhibited by recipients. Plasma BNP and
ET-1 levels correlate with both LV function and myocar-
dial morphological improvement. Alterations in the lev-
els of these hormones during LVAD supportmay be real-
time indicators of prevailing myocardial autocrine/
paracrine activity and as suchmay be of potential use in
future algorithms of cardiac assessment and therapeutic
decision-making with regard to transplant urgency
and/or possible device explantation. © 2004 Elsevier Inc. All
rights reserved.
Key Words: brain natriuretic peptide; endothelin-1;
left ventricular assist devices.
INTRODUCTION
The incidence of congestive heart disease has
reached near-epidemic proportions, with some 400,000
new cases diagnosed in the U.S. yearly [1]. For those
suffering from intractable failure, ventricular assist
devices (VADs) can provide the circulatory support
necessary for survival, either as bridges to transplan-
tation or, as promising preliminary evidence indicates,
as possible bridges to recovery [2–4]. Reports of reduc-
tions in myocyte size, regression of extracellular ma-
trix fibrosis, decreased levels of cardiac inflammation
1 This study was supported by a grant from The Methodist Hospi-
tal Foundation, The Methodist Hospital, Houston, Texas.
2 To whom correspondence and reprint requests should be addressed
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markers, and increased ventricular contractile force
after periods of extended mechanical support have
been encouraging [5–9].
Patients with congestive heart failure (CHF) mani-
fest increased levels of circulating neurohormones [10].
The natriuretic peptides, released by myocytes in re-
sponse to excessive volumetric expansion and pressure
overload, possess compensatory diuretic, natriuretic,
and vasodilatory properties [11]. Of these, plasma
b-type or brain natriuretic protein (BNP), synthesized
in ventricular myocytes in large amounts in late fetal
and early neonatal life only to decay to adult levels
after birth, has been shown to be a specific and sensi-
tive marker of heart failure [12, 13]. Indeed, re-
expression of the gene encoding BNP in adult myocar-
dium is considered to be one of the most reliable
indicators of the activation of the hypertrophic pro-
gram in pathologic states and in experimental models
of cardiac hypertrophy [14].
These neurohormones have become valuable indica-
tors of the severity and, ultimately, the prognosis of heart
disease [15, 16]. Several recent studies have explored the
feasibility of using BNP in the risk-stratification of pa-
tients with dyspnea, pulmonary hypertension, silent
myocardial ischemia, acute coronary syndromes such as
unstable angina pectoris or myocardial infarction, and
CHF [17–21]. Likewise, the role of endothelin-1 (ET-1), a
polypeptide produced in both vascular smooth-muscle
and endothelial cells with potent vasoconstrictive, mito-
genic, and fibrogenic properties, in the progression of the
maladaptive tendencies typifying the phenotype of CHF
has attracted considerable interest [22–24]. Studies have
made note of the inverse correlation existing between left
ventricular ejection fraction and serum levels of ET-1.
FIG. 1. LVAD patient (n  19) demographics, baseline (BL), and minimum (min) or maximum (maxsup) serial plasma neurohormone
levels and echocardiographic indices during support (DurSup: duration of support).
FIG. 2. Total myocardial collagen content in normal subjects and in CHF patients before and after LVAD therapy (*P  0.05).
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Serum levels of ET-1 correlate with the severity of symp-
toms in heart failure and are a strong predictor of
mortality [25].
Preliminary investigations have shown that under
mechanical unloading, plasma levels of neurohor-
mones decrease [26, 27]. To date, however, efforts to
quantify the influences of hemodynamic unloading
upon cardiovascular function and neurohormone ex-
pression, and to what extent these influences may af-
fect the prognostic value of these hormones in the
monitoring of cardiac function during such support,
have remained in a nascent state. The circulatory sup-
port obtained through the use of current support sys-
tems may variably affect the degree of cardiac pheno-
typical differentiation achievable during therapy. In
particular, comparisons of the changes engendered by
unloading with pulsatile versus the newer continuous
axial flow devices have been rare.
The objective of this study was to examine more
closely the neuroendocrinal and functional relation-
ships that evolve as a consequence of ventricular assist
device therapy. In so doing, we assessed the value of
these hormone levels as adjuvant indicators of left
ventricular function in the LVAD setting.
METHODS
Patient Population
The study, approved by the Baylor College of Medicine institu-
tional review board, was designed as a non-randomized, parallel
cohort study. A total of 19 prospective LVAD recipients, all end-stage
CHF patients with confirmed New York Heart Association (NYHA)
functional class III–IV status, were selected in an order-of-
availability fashion. Informed consent was obtained from all patients
or, in the event that patients could not themselves grant consent,
from the closest relative. Suitability for inclusion in this study was
determined by observation of criteria previously described [28].
Plasma BNP and ET-1 levels were serially measured directly before
and at regular intervals after LVAD implantation. Patients were
grouped with regard to etiology of heart disease (ischemic cardiomyop-
athy (ICM, n  12), and non-ischemic, dilated cardiomyopathy (DCM,
n  7)), as well as device type: axial flow (MicroMed DeBakey VAD)
(DVAD, MicroMed Technologies, Houston, TX, n  6) and pulsatile
(Novacor) (NVAD, Baxter Healthcare Corp., Deerfield, IL, n  8), TCI
Heartmate (TCI, n  3) and Thoratec (TVAD, n  3, both Thoratec
Corp., Pleasanton, CA)). Although there exists to date no codified cri-
teria for device/patient matching, device selection was contingent upon
a number of factors including size, prevailing therapeutic exigency (for
instance, the potential necessity of biventricular support stemming
from post-cardiotomy failure), and projected duration of support. BNP
and ET-1 levels, echocardiography, and immunohistochemical tissue
analysis were then examined for correlations between these groups.
Echocardiography
Cardiac imagingwas rendered on a Sequoia ultrasound system (Acu-
son, Mountain View, CA) equipped with a 2.5-MHz probe. Two-
dimensional and M-mode echocardiographic measurements (EF), left
ventricular end-diastolic dimension (LVEDD), left ventricular posterior
wall end-diastolic diameter (LVPEDD), and left ventricular septal wall
end-diastolic diameter (LVSEDD) were determined with the patients
on full support in accordance with American Society of Echocardiogra-
phy recommendations [29]. Measurements were conducted using Digi-
view version 3.0 (Digisonics, Houston, TX). Cardiac output (CO) was
determined by either end-diastolic area measurement by trans-
esophageal echocardiography or the thermodilution method with
Swan–Ganz.
Neurohormone Panel Assays
On the day of the surgical procedure, a blood sample was drawn
into tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 1
mg/ml blood) and placed on ice until centrifugation at 3500 rpm for
8 min at 4°C. The resulting supernatant (plasma) was then drawn
off, divided into aliquots, and either immediately processed or snap-
frozen in liquid nitrogen, and stored at80°C until assaying for BNP
and ET-1.
Serial plasma BNP. The Triage B-Type Natriuretic Peptide test
(Biosite Diagnostics, Inc., San Diego, CA) was used to measure
plasma levels of BNP. The Triage BNP test is a fluorescence immu-
noassay designed for rapid quantitative determination of BNP in
whole blood or plasma as per manufacturer’s instructions. The test is
intended as a point-of-care diagnostic tool. The measurable range of
the test is between 5 and 1300 pg/ml.
Serial plasma ET-1. Plasma levels of ET-1 were determined with
the Parameter Human Endothelin-1 Immunoassay (R&D Systems,
FIG. 3. (A) Change in mean echocardiographic indices and (B) mean plasma neurohormone levels during support.
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Inc., Minneapolis, MN), which employs the quantitative enzyme
immunoassay technique. Briefly, after a preparatory EDTA plasma
extraction and reconstitution procedure, prepared ET-1 antibody
conjugated to horseradish peroxidase was added to microplate wells
containing standards, controls (lyophilized synthetic human ET-1
samples of known concentrations), and the previously extracted pa-
tient sample. After incubation and repeated washing of the wells, a
stabilized substrate solution containing tetramethylbenzidine was
added to the wells. After further incubation, an acid stop solution
was applied. Finally, the absorbance of each well was determined
with a microplate reader set to a wavelength of 450 nm and com-
pared to a standard curve.
Source of Human Myocardium and Myocardial
Collagen Determination
Myocardial tissue was obtained from the left ventricular apex of
CHF patients at the time of LVAD placement and device removal
prior to orthotopic heart transplantation. Left ventricular tissue
samples acquired from six non-failing hearts not used for transplan-
tation served as normal controls. Samples were immediately im-
mersed in 2% paraformaldehyde for 45 min and dehydrated in in-
creasing concentrations of alcohol, cleared through xylene, and
subsequently imbedded in paraffin. Prepared 5-m-thick histological
slides were stained using standard protocols. The sections were
rehydrated in xylene, graded alcohols, and de-ionized H2O, followed
by submergence of the sections in 2% picro-sirius red stain. After 20
min of staining, the samples were rinsed, dehydrated, and mounted
for microscopic analysis incorporating digital photography and
Image-Pro Plus 4.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).
Total collagen content was considered to be the average sum of all
areas stained within 10 microscopic fields per sample including
interstitial fibrosis.
Echocardiographic monitoring and blood sampling were concur-
rently performed at specified intervals after LVAD implantation.
Declared study endpoints were transplantation, device explantation,
or death. Patients released for outpatient LVAD use during the
routine course of their treatment were required to return for
follow-up throughout the study period. LVAD patients slated for
transplantation underwent all procedures normally scheduled for
the week prior to the operation, if possible.
Statistical Analysis
Data are expressed as mean  standard error. Differences
between groups were examined by one-way analysis of variance
(ANOVA) and the Tukey–Kramer multiple comparison test, fol-
lowed by Pearson’s or the Mann–Whitney nonparametric two-
tailed Student’s t test (GraphPad Prism 3.0 statistics software,
San Diego, CA). P values less than 0.05 were considered signifi-
cant.
RESULTS
All patients presented with NYHA III–IV heart failure
under maximal medical therapy including inotropes and
beta-blockers, the administration of which in this small
group of decompensated patients had no statistical bear-
ing on the comparative expression of preoperative BNP
values. Ages ranged from 39 to 74 years with a mean age
of 55.21  2.88 years. Men comprised nearly 79% of the
patient pool, and over 63% of the probates were in the
ICM classification. The average length of LVAD support
was 54.79  8.65 days for all devices. Survival to trans-
plantation was 68.42% (Fig. 1). A comparative listing of
FIG. 4. (A) Per device change in EF% with respect to change in
collagen during support; per device change in EF% with respect to
BNP (B); and ET-1 (C) during support. The pulsatile devices Novacor
and TCI Heartmate revealed the largest EF%:neurohormone ratio
increases.
28 JOURNAL OF SURGICAL RESEARCH: VOL. 123, NO. 1, JANUARY 2005
baseline (preoperative) BNP and ET-1 plasma levels as
well as of selected echocardiographic indices versus the
minimum values obtained during mechanical support
revealed no differences preoperatively between groups
regarding levels of either BNP (P  0.301) or ET-1
(P  0.941), nor LVEF% or LVEDD (P  0.985 and P 
0.152, respectively). At transplantation, all patients were
classified NYHA II with corresponding BNP levels at
around 220 pg/ml [30].
Average collagen levels were reduced in all pa-
tients as a group (P  0.0005) (Fig. 2). LVAD therapy
significantly improved LV ejection fraction (EF%: 21
 3.8% to 28  3.57%, P  0.038), CO (3.62  1.3 to
4.93  0.2 l/m, P  0.039), and LVEDD (6.68  0.92
versus 4.79  1.54 cm, P  0.0001) in all patients.
Other parameters were not appreciably altered (Fig.
3A). BNP and ET-1 reduction were seen in all pa-
tients postoperatively (BNP: from a mean of 754.1 
261.1 to 221.1  124.2 pg/ml, P  0.0001; ET-1: 13.66
 11.98 pg/ml versus 3.47  2.96 pg/ml, P  0.0010)
(Fig. 3B). In inter-device comparisons of EF/collagen,
EF/BNP, and EF/ET-1 ratios, the NVAD group ex-
hibited the most positive EF-associated change with
respect to collagen and hormonal levels (Fig. 4). This
may, however, be related to duration of support.
Although the mean support time for all patients was
54.79  8.65 days, there were considerable differ-
ences (e.g., 80.13 days for the NVAD group compared
to 27.67 days for the DVAD patients). In general, the
postoperative time courses of BNP and ET-1 mani-
fested comparable, when slightly time-delayed, bi-
phasic tendencies that inversely corresponded to se-
rial LVEF measurements in patients during this
period (Figs. 5 and 6).
DISCUSSION
Heightened neurohormonal activation adversely af-
fects survival in patients with CHF [31]. Regional in-
tracardiac production and activation of a number of
these circulating agents (e.g., endothelin-1, angioten-
sin II, and norepinephrine) appear to mediate cardiac
hypertrophy and functional integrity [30, 32–36]. In
doing so, these peptides behave in an autocrine/
paracrine manner. Indeed, burgeoning lines of evi-
dence indicate a role for the natriuretic peptides be-
yond that of mere markers of cardiac hypertrophy [37].
As in vitro experiments with cultured cardiac fibro-
blasts have shown, their ability to perform as endoge-
nous antagonists of myocyte growth through the inhi-
bition of the protein synthesis and cytoskeletal re-
organization that accompanies hypertrophy while
suppressing collagen production and enhancing metal-
loproteinase activity suggests a function as modulators
of the hypertrophic response as well [38–41]. Deletion
studies incorporating knock-out mice for the BNP gene
(Nnpb) as well as that of the ANP/BNP receptor,
NPR-A (Npr1), have demonstrated significant in-
creases in interstitial fibrosis and, thus, underscored
FIG. 5. Bi-phasic expressive tendencies of BNP and ET-1 during LVAD support suggests parallel regulatory mechanisms.
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the role of the natriuretic peptides as local regulators
of ventricular remodeling [42, 43].
BNP, ET-1, and Myocardial Fibrosis
Plasma levels of BNP and ET-1 exhibited individual
trends noted elsewhere [44, 45]. Our study, however,
shows that ET-1 expression undergoes a regulatory
tendency paralleling that of BNP during mechanical
unloading. As transcription of natriuretic hormones is
essential to volume homeostasis, the heightened pre-
treatment expression of BNP reflects an endogenous
compensatory response to the increased ventricular
filling pressures, attendant myocardial elongation
(stretch), and up-regulation of growth factor produc-
tion (e.g., angiotensin II and ET-1) that is inherent to
the pathology of CHF [46]. This response is further
exacerbated by the progressive down-regulation of
neurohormonal receptor responses in the myocardium
of such patients [47]. Further, it has been postulated
that the rise in circulating ET-1 in CHF is also attrib-
utable to enhanced vascular endothelial production in-
duced by pulmonary congestion secondary to increased
preload [48–50]. It is, therefore, reasonable to assume
that the largely parallel reduction of BNP and ET-1
following unloading is a beneficial consequence of the
regression of both myocardial stretch and pulmonary
congestion under mechanical support [51]. With the
return to a more physiological ventricular configura-
tion and a reduction in growth factor production, a
concomitant improvement in ventricular architecture
and function should be the result. Indeed, juxtaposi-
tion of device-specific EF%/collagen ratios to those of
both EF%/BNP and EF%/ET-1 (Fig. 4) in our patients
suggests this neurohormonal–morphological–functional
relationship. Such load/fibrosis assumptions appear to be
supported by proteomic studies linking angiotensin II
(AT II) and ET-1 up-regulation of ET-1 gene expression
in rat cardiac fibroblasts as autocrine/paracrine growth
factors to natriuretic peptide inhibition of AT II stimu-
lated proliferation of cardiac fibroblasts and, in turn,
suggest a primarily load-induced, but growth factor-
modulated, regulation of cardiac fibrosis [52–55].
Our results underscore the relationships of plasma
BNP and ET-1 levels to echocardiographically derived
LVEF measurements individually and, moreover, sug-
gest a uniquely quantifiable relationship, on the one
hand, between BNP and ET-1, and on the other hand,
between these and myocardial morphological alter-
ation as well as functional improvement in the me-
chanically supported patient.
Study Limitations
The small number of patients included in this pre-
liminary study constitutes the major limitation. Inter-
device flow differences were not accounted for in this
study. Ultimately, echocardiographic studies per-
formed on fully supported patients are limited with
regard to meaningful assumptions of native cardiac
function and may be restricted, as is here the case, to
providing comparable vantage points for contrast pur-
poses.
CONCLUSIONS
Device selection appears to influence the cardiac
morphological and neurohormonal expressive tenden-
cies exhibited by recipients. However, these tenden-
tious differences may well be related to the duration of
support on individual devices and it remains to be seen
to what extent these changes may be translatable into
device-specific disparities. Additional study is neces-
sary to address this issue. Plasma BNP and ET-1 levels
correlate with both LV function and myocardial mor-
phological improvement. Alterations in the levels of
these hormones during LVAD support may be real-
time indicators of prevailing myocardial autocrine/
paracrine activity and as such may be of potential use
in future algorithms of cardiac assessment and thera-
peutic decision-making with regard to transplant ur-
gency and/or eventual device removal.
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FIG. 6. Absolute changes in plasma neurohormonal levels and
echocardiographic indices during mechanical support: EF% exhibits
inverse proportionality to BNP, ET-1, and LVEDD.
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Role of Mast Cells and Their Mediators in Failing Myocardium
Under Mechanical Ventricular Support
Ahmet Akgul, MD, Christian A. Skrabal, MD, Larry O. Thompson, MD, Matthias Loebe, MD, PhD,
Javier A. Lafuente, MD, George P. Noon, MD, and Keith A. Youker, PhD
Background: Mast cells have been implicated in tissue remodeling and fibroblast stimulation. We explored the
effect of mechanical support by left ventricular assist device (LVAD) in failing myocardium and
looked into grade and distribution of interstitial fibrosis, mast cell density, mast cell phenotypes and
basic fibroblast growth factor (bFGF) expression pre- and post-LVAD.
Methods: Myocardial tissue was obtained from 20 patients with end-stage cardiomyopathy at the time of LVAD
implantation and LVAD removal and from 7 donor hearts not used for transplantation. Tissue
sections were stained for mast cells using tryptase as a marker and the myocardial fibrosis was
measured. Double staining for tryptase and chymase was performed for detection of chymase-
positive mast cells. Fluorescent microscopy showed the relationship of mast cells to bFGF, and bFGF
expression was quantified by Western blot.
Results: There was a significant increase in mast cells in heart failure vs normal myocardium. A secondary
increase in mast cells occurred after long-term (40 days) support compared with matched
pre-LVAD samples (mean  SEM; 57.4  8.6 cells/10 fields vs 45.1  7.6 SEM cells/10 fields,
p  0.01). The secondary increase in mast cells was associated specifically with an increase in
chymase-negative mast cells (p  0.01). These findings are statistically significant with concurrent
decreased expression of bFGF and decreased fibrosis in the same patient tissues (p  0.01).
Conclusions: We suggest that, under long-term support, there is a change in phenotypic expression in mast cells,
which can alter fibroblast functions. The decreased myocardial bFGF levels might be the result of
these phenotypically altered mast cells. J Heart Lung Transplant 2004;23:709–15.
Left ventricular assist devices (LVADs) are used as a
bridge to transplantation for patients with severe de-
compensated heart failure. The potential for recovery
of the failing myocardium during LVAD support has
been recently discussed.1–3 Mechanical support was
shown to be associated with re-remodeling of the
ventricular myocardium, including reduced myocardial
collagen content, wall thickness and myocyte diameter,
as well as normalization of left ventricular geometry and
improvement in diastolic functions.1,4 Although it has
been suggested that these beneficial changes are attrib-
uted to long-term unloading of the ventricular myocar-
dium, the cellular mechanisms induced in LVAD-in-
duced collagen reduction remain unclear.
Mast cells, the recognized key cells of inflammatory
responses in allergies, are reported to play an important
role in tissue homeostasis, remodeling and repair.5
Besides histamine, lipid mediators, cytokines and spe-
cific growth factors, 50 mast cell–derived serine
endopeptidases have been identified.6 The majority of
these enzymes have trypsin- or chymotrypsin-like activ-
ities.
There is a heterogeneous expression of granule pro-
teinases in different tissues with regard to tryptase and
chymase content.7,8 There are at least 2 sub-types of
mast cells normally identified: mast cells with only
tryptase (MCT) and mast cells with tryptase and chy-
mase (MCTC). Mast cells can stimulate collagen expres-
sion by heart fibroblasts,9 but they can also contribute
to collagen degradation by activating metalloprotein-
ases.10 Regarding mast cell proteases, chymase is fibro-
genic probably by releasing the matrix-bound trans-
forming growth factor-beta (TGF-	) and activating
angiotensin II, and tryptase induces activation of met-
alloproteinases.9,11,12 Basic fibroblast growth factor
(bFGF) is produced by a variety of cells of mesodermal
and neuroectodermal origin and is directly fibrogenic.13
Interestingly, mast cell numbers are increased in
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dilated and ischemic cardiomyopathy.14 However, the
effects of mast cells and their mediators in the ventric-
ular interstitium remain unclear.
In this study we investigate the effect of long-term
ventricular unloading by left ventricular assist devices
(LVADs) in the failing myocardium. We assessed the
grade and distribution of interstitial fibrosis, mast cell
density, mast cell phenotypes and bFGF expression pre-
and post-LVAD support.
MATERIALS AND METHODS
Source of Human Myocardium
Myocardial tissue was obtained from samples of 20
patients with end-stage cardiomyopathy at the time of
LVAD implantation and orthotopic heart transplanta-
tion. The study data were obtained under institutional
review board approval with informed consent from the
participants. Table 1 shows the characteristics of the
patient population studied. Etiology of heart failure was
ischemia in 8 patients and idiopathic dilated cardiomy-
opathy in 12 . Age range was from 42 to 63 years (mean
 SEM: 53.7  1.6 years), the length of support varied
from 1 to 146 days (54.3 11.8 days). All patients were
treated with diuretics, low-dose 	-blocker, angiotensin-
converting enzyme inhibitors and positive inotrope
medication before receiving either the Novacor LVAD
(Baxter Healthcare Corp.) or HeartMate LVAD (Thor-
atec Corp.). In addition, biopsies of 7 hearts not used
for transplantation served as the control group with
normal myocardium.
Histologic analysis on each patient failed to demon-
strate evidence of active inflammatory infiltrates. A
biventricular cross-section of the explanted heart was
obtained during the transplant to elucidate any regional
differences within the heart. Histologic examination of
right and left ventricle, apex and septum was per-
formed.
Mast Cell Density
Mast cell density was determined by the use of
immunostaining with an anti-tryptase antibody
(Chemicon, Temecula, CA). The prepared slides were
stained using standard immunohistochemistry proto-
cols. The sections were rehydrated in xylene, graded
alcohols and dH2O, followed by submerging the
sections in 0.3% H2O2 for 30 minutes, washing in 1
phosphate-buffered saline (PBS), and incubation with
blocking serum (1% horse serum with 0.5% non-fat
dry milk in PBS). Slides were incubated with primary
antibody at a dilution of 1:100 in blocking serum for
30 minutes, followed by twice washing the slides in
1 PBS (5 minutes each) and incubating with a
biotinylated secondary antibody (from the mouse
ABC Elite Vectastain Kit, Vector Laboratories, Burlin-
game, CA) for 30 minutes. The slides were washed
twice in 1 PBS (5 minutes each) and incubated in
avidin-biotin complex conjugated with horseradish
peroxidase (HRP) according to the manufacturer’s
directions. The slides were then washed twice in 1
PBS (5 minutes) and stained using a diaminobenzi-
dine (DAB) substrate kit (Vector Laboratories).
To determine the ratio of chymase-positive mast
cells, dual staining (tryptase and chymase) was per-
formed. Slides were stained for anti-chymase anti-
body (Chemicon) with an ABC-Alkaline Phosphatase
Kit (Vector Laboratories) using the Vector Red
Alkaline Phosphatase Substrate Kit, followed by
staining for anti-chymase antibody using DAB as
substrate.
Collagen was stained by applying Picro-Sirius Red
stain on serial sections. Another group of slides were
stained with Alcian Blue/Safranin O-stain to determine
the relationship between mast cells and interstitial
fibrosis. Briefly, 25.0 ml of 2N NaOAc (VWR Scientific
Products) was added to 31 ml of 2N HCl (J.T. Baker
Chemical Co.) and diluted to 250 ml with dH2O at pH
1.42. This solution was added to 900 mg Alcian Blue
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 45 mg Safranine O
(Sigma) and 1.2 g Fe2(SO4)3 (J.T. Baker). After 20-
minute staining, the samples were dehydrated and
mounted for microscopic analysis.
Mast cell numbers obtained from the consecutive
fields were added together, and the number of mast
cells (tryptase-positive cells) expressed as mean  SEM
per 10 fields. The analysis was performed by observers
blinded to the sample source.
Table 1. Demographic Data from 20 Patients
Patient Age Gender Etiology Support/days
1 60 M ICM 1
2 56 M ICM 2
3 63 M DCM 2
4 59 M ICM 3
5 52 M DCM 7
6 63 M DCM 11
7 53 M DCM 12
8 52 M ICM 14
9 58 M DCM 23
10 42 M ICM 34
11 56 M ICM 46
12 43 M DCM 49
13 45 M DCM 49
14 44 M DCM 78
15 49 M DCM 87
16 45 M ICM 118
17 60 M DCM 131
18 63 M ICM 132
19 48 M DCM 142
20 63 M DCM 146
DCM, dilated cardiomyopathy; ICM, ischemic cardiomopathy; M, male.
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Myocardial bFGF Levels
Basic FGF levels were measured by Western blotting.
Tissue samples were homogenized for 30 seconds at
4°C with a PowerGen 700 homogenizer (Fisher Scien-
tific, Fair Lawn, NJ), with 20 mmol/liter Tris-HCl (pH
7.4) containing 100 mmol/liter sodium chloride (NaCl),
2 mmol/liter phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF),
0.5 mg/liter leupeptin and 0.7 mg/liter pepstatin. Ho-
mogenates were then centrifuged at 13,000 rpm for 10
minutes and the supernatant was collected as the
source of sample protein. Samples were run on a 20%
polyacrylamide gel. For this purpose the samples were
loaded at 50 
g/lane on the gel and run at a constant
voltage of 80 V for about 6 hours, then the proteins
were transferred from the gel to nitrocellulose paper
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) using standard
techniques. The membrane was incubated in 3% H2O2
for 30 minutes. After washing with 1 PBS, the mem-
brane was blocked for non-specific binding using block-
ing serum (1% horse serum with 0.5% non-fat dry milk
in PBS). The membrane was incubated with primary
antibody (goat anti-human fibroblast growth factor-2
[FGF-2] antibody, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) at a dilution of 1:100 in blocking serum for 30
minutes, washed in 1 PBS, and incubated with sec-
ondary antibody (from the goat ABC Elite Vectastain
Kit) for 30 minutes. The membrane was then washed in
1 PBS and incubated in avidin-biotin complex conju-
gated with HRP and incubated with electrochemilumi-
nescence (ECL) detection reagents (Amersham) accord-
ing to the manufacturer’s directions. Roentgenogram
films were then obtained. Basic FGF content was deter-
mined by analysis of the resulting bands and analyzed
by IMAGEPROPLUS software for quantitation.
Mast Cell and bFGF Staining in Fluorescent Microscopy
Mast cells were determined by immunostaining with an
anti-tryptase antibody (NeoMarkers), and the content of
the bFGF was determined using anti–FGF-2 (Santa Cruz
Biotechnology). The sections were rehydrated in xylene,
graded alcohols and dH2O. After washing the sections in
1 PBS, they were incubated with blocking serum (1%
horse serum with 0.5% non-fat dry milk in PBS).
Slides were incubated with primary antibodies
(mouse anti-human mast cell tryptase monoclonal anti-
body [NeoMarkers] and goat anti-human FGF-2 poly-
clonal antibody [Santa Cruz Biotechnology]) at dilutions
of 1:1,000 and 1:100, respectively, in blocking serum
for 30 minutes, followed by twice washing the slides in
1 PBS (5 minutes each) and incubation with second-
ary antibodies (anti-mouse IgG Cy3 conjugate fragment
of sheep antibody [Sigma Co.], anti-goat IgG flourescein
isothiocyanate [FITC] conjugate developed in rabbit
[Sigma]) for 30 minutes. The Slides then were washed
twice in 1 PBS (5 minutes each), mounted with
Vectashield DAPI mounting medium (Vector Laborato-
ries), and photographed with a digital camera (Nikon)
mounted fluorescent microscope.
Statistical Analysis
Data are expressed as mean SEM. One-way analysis of
variance (ANOVA) was performed to detect differences
in mast cell density between different regions of the
explanted heart. If the result of the ANOVA was signi-
ficant (p  0.05), mast cell density and bFGF level
comparisons between the patients before and after
LVAD implantation were done using Student’s t-test for
each sample. p  0.05 was considered statistically
significant.
RESULTS
All patients underwent placement of an LVAD for
medically refractory end-stage heart failure as a bridge
to transplantation. The type of device had no influence
on outcome. There was no statistical difference in mast
cell density between 4 different regions of a single
explanted heart (1-way ANOVA, p  0.14). Figure 1A,B
shows stained slides obtained from the myocardium of
a patient with end-stage heart failure at the time of
LVAD implantation (Figure 1A) and at removal
Figure 1. Staining for mast cells and collagen in the myocardium.
(A) Immunostaining with anti-tryptase pre-LVAD (arrows). (B) Immuno-
staining with anti-tryptase post-LVAD. (C) Alcian Blue staining of mast
cells in heart failure counterstained with Sirius Red for collagen
identification. (D) Dual immunostaining with anti-tryptase (red arrows)
and anti-chymase (black arrows).
The Journal of Heart and Lung Transplantation Akgul et al. 711
Volume 23, Number 6
(Figure 1B). Mast cells were localized primarily in areas
of increased interstitial fibrosis adjacent to myocardial
cells. This localization is clearly shown in Figure 1C for
Alcian Blue–stained mast cells counterstained with
Sirius Red, a collagen stain. Figure 1D shows that
chymase-negative mast cells (red) and chymase-positive
mast cells (black) were found in the myocardium. There
was a significantly higher average number of mast cells
in heart failure vs normal myocardium: 32.1  2.3
cells/10 fields vs 13.8  1.9 cells/10 fields (p  0.04).
In the myocardium of patients with short-term support
(40 days) there was no difference in mast cell numbers
pre- and post-LVAD. The myocardial mast cell density after
longer-term mechanical support (40 days) was signifi-
cantly higher than before LVAD implantation: 57.4  8.6
cells/10 fields vs 45.1  7.6 cells/10 fields (p  0.01)
(Figure 2A). Dual staining for tryptase and chymase
showed that this increase in mast cells after long-term
mechanical support was associated specifically with an
increase in chymase-negative mast cells, so there was a
decrease in the ratio of chymase-positive mast cells to total
mast cells (p  0.01) (Figure 2B).
Figure 3A–D demonstrates the relationship of mast
cells to bFGF content in slides obtained using fluores-
cent microscopy. Figure 3A shows FITC staining for
tryptase and Figure 3B shows Cy3 staining in the same
field for bFGF. DAPI nuclear staining in this field is
shown in Figure 3C, and Figure 3D depicts an overlay of
all 3 stains. Tryptase-positive cells stained for bFGF
were associated with interstitial fibrosis. Although Fig-
ure 3C shows many different kinds of cells, only mast
cells contained significant bFGF (Figure 3D). Basic FGF
levels were measured by immunoblotting and demon-
strated a significant decrease of bFGF in the post-LVAD
patient group (p  0.01) (Figure 4A,B).
DISCUSSION
Both dilated and ischemic cardiomyopathies are char-
acterized by accumulation of interstitial collagen, espe-
cially collagen I, which leads to ventricular stiffness and
diastolic dysfunction.16,17 We previously reported a
decrease in myocardial fibrosis after long-term mechan-
ical support, contingent upon a reduction in collagen I
and III.4,17
We have now demonstrated that myocardial mast
cells increase in cardiomyopathy compared with nor-
mal myocardium and that a second increase occurs after
long-term mechanical support. This second increase
shows primarily chymase-negative mast cells and coin-
cides with decreasing fibrosis. The concurrent decrease
in bFGF supports the hypothesis that mast cells are also
involved in the decrease in fibrosis, most likely by
decreasing the release of fibrogenic mediators.
Tissue remodeling is a sophisticated interplay of
many different factors. Mast cells have been shown to
play a role through the production of proteases, growth
factors, cytokines and other mediators,5,18,19 but the
Figure 2. Relation between mast cells, their phenotypes and duration of
support. (A) Mast cell numbers in matched myocardial samples vs duration
of support (days). (B) Myocardial mast cell density pre- and post-LVAD at
40 and 40 days of support. (C) Ratio of chymase-positive mast cells
over total mast cells pre- and post-LVAD support of 40 days.
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exact pathway remains unclear. Several studies investi-
gated the in vitro and in vivo influence of mast cell
mediators on extracellular matrix synthesis and degra-
dation. In this context, one must look at the activation
of matrix metalloproteinases (MMPs) and collagen pro-
duction simultaneously. There are, however, contradic-
tory theories regarding the role of tryptase and chy-
mase. On the one hand, tryptase may be involved in the
development of interstitial fibrosis20; on the other hand,
tryptase contributes to extracellular matrix degradation
by degradation of fibronectin, fibrinogen and collagen
VI, and activation of pro-MMP-3.10,21,22
Likewise, chymase is thought to be fibrogenic by
conversion of angiotensin I to angiotensin II,23,24 acti-
vation of pro-collagen I,12 and release of TGF-	.22,25
However, chymase also activates MMP-1 and MMP-926
and inhibits TIMP-1.27
In our investigation the decrease of interstitial fibrosis
was associated with a decreasing ratio of chymase-
positive to chymase-negative mast cells. Also, there was
a decrease in bFGF levels post-LVAD. Mast cells are
considered the primary source of bFGF.19,28 However,
bFGF expression is also found in fibroblasts, myocytes,
macrophages and extracellular matrix.19,29 Seiler et al
reported that, in dystrophin-deficient cats, bFGF levels
correlate with muscle regeneration, but these levels
decrease in later muscle regeneration stages.29 There-
fore, one might reason that the the presence of de-
creased bFGF levels post-LVAD is evidence of a regen-
erating myocardium.
In a current, ongoing study we are investigating if there
are different bFGF levels in chymase-positive and chy-
mase-negative mast cells. Initial observations have shown
quantitatively different staining patterns for bFGF in vari-
ous mast cells post-LVAD. Further research will provide
more information about storage of chymase, tryptase and
other mediators, especially if they are stored in different
granules or in the same ones.8,21,30,31 Findings showing
improvement in ventricular function and myocardial re-
covery under mechanical ventricular support have already
been published.3,4,32–35 Although there are numerous data
showing improvement in ventricular function, analyses
regarding the development of interstitial myocardial fibro-
sis have shown differing conclusions.3,4,35
In this study we have demonstrated simultaneous
changes in mast cell phenotype, extent of fibrosis and
content of bFGF in myocardium unloaded for40 days.
We suggest that, under long-term LVAD support, this
change in phenotypic expression in mast cells may alter
Figure 3. Diverse staining methods for fluorescent microscopy in the
same field. (A) FITC staining for tryptase in post-LVAD myocardium
using fluorescent microscopy (arrow). (B) Cy3 staining for bFGF in
post-LVAD myocardium using fluorescent microscopy (arrow). (C) DAPI
nuclear staining in post-LVAD myocardium using fluorescent micros-
copy. (D) Overlay of all stainings in (A)–(C).
Figure 4. bFGF content in pre- and post-LVAD myocardium. (A)
Western blot for myocardial bFGF pre- and post-LVAD support of 40
days. (B) bFGF levels pre- and post-LVAD support of 40 days.
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fibroblast functions and cause a shift of the tissue steady
state toward decreased extracellular matrix.
The authors thank Imaobong M. Ekandem for her
technical assistance.
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Introduction. Previously, we reported an increase in
interstitial collagen and total mast-cell numbers in
heart failure versus normal myocardium. A secondary
increase, primarily in chymase-negative mast cells, oc-
curred following LVAD support compared to matched
pre-LVAD tissue samples and was associated with a
decrease in interstitial collagen and bFGF. To further
elucidate the changes in interstitial collagen, we in-
vestigated the direct interaction between mast cells,
isolated from failing myocardium with or without pre-
vious LVAD support, and human fibroblasts in a cocul-
turemodel. Additionally, the expression of HSP-47, the
pro-collagen-specific chaperone protein, was deter-
mined in the particular myocardium.
Materials and methods. Myocardial tissue was ob-
tained from 10 patients with end-stage dilated cardio-
myopathy (DCM) at the time of transplantation. Five
patients were transplanted following LVAD support,
five patients without previous LVAD support. Mast
cells were isolated according to a standard protocol,
including collagenase digestion and cell separation.
The isolated mast cells were co-cultured with human
fibroblasts for 12 h, with or without stimulation of
degranulation, and protein synthesis was measured
by [3H]-proline incorporation. HSP-47 immunostain-
ing was performed in the different myocardial sam-
ples and the positive cells were quantified.
Results. Stimulated mast cells isolated from DCM
tissue (without previous LVAD support) caused a 92%
increase in [3H]-proline incorporation and conse-
quently in protein production in fibroblasts compared
to mast-cell free culture (P < 0.01), while conversely
stimulated mast cells isolated from LVAD supported
myocardium decreased the [3H]-proline incorporation
by 63% (P < 0.01) below baseline. Nonstimulated mast
cells did not significantly alter the protein production
over baseline. There was also a significant increase in
the number of HSP-47-positive cells in DCM myocar-
dium compared to normal (P < 0.01) and there was a
shift toward normal after LVAD support (P < 0.01).
Conclusion. We demonstrate that fibroblast protein
production in vitro is significantly altered by mast
cells and that the direction of change is dependent on
whether myocardium was supported by LVAD. We
suggest that under long-term LVAD support there is a
phenotypic alteration in myocardial mast cells, which
leads to a change in concentration and/or composition
of mediators, capable of re-remodeling the myocardial
matrix. © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
Key Words: mast cells; cardiomyopathy; fibrosis;
LVAD support; mast cell–fibroblast coculture model.
INTRODUCTION
Cardiac fibroblasts constitute the majority of the
non-myocyte cell population in the ventricular myocar-
dium. These cells are located in the interstitium, in
areas between and surrounding cardiac myocytes. Car-
diac fibroblasts are responsible for the synthesis of
extracellular matrix proteins such as fibrillar collagen
Types 1 and 3, basement membrane Type 4 collagen,
fibronectin, and laminin. In addition to its role in mus-
cle development and myoblast differentiation, the ex-
tracellular matrix (ECM) consisting primarily of fibril-
lar collagen is an intricate and highly organized
structure that serves to support cardiac myocytes and
to maintain functional integrity of the myocardium.
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Balanced synthesis and degradation of this matrix is
the key to normal development of cardiac muscle and
physiological myocardial function. Collagen remodel-
ing and accumulation has been demonstrated in sev-
eral experimental models of cardiac hypertrophy. Re-
cently, we reported a decrease in collagen content of
the failing myocardium under mechanical ventricular
unloading [1]. We also determined a close relationship
between collagen steady state, mast cells, and their
mediators. In the development of heart failure, an ac-
cumulation of interstitial collagen is associated with an
increased number of mast cells. It is documented that
mast cells in the human heart differ biochemically and
immunologically from those in other anatomical sites,
suggesting that the local microenvironment influences
their phenotypic and biochemical characteristics [2]. In
our previous investigation, the decrease in collagen
under LVAD support was contingent primarily on an
increase in chymase-negative mast cells and a decrease
in bFGF. We hypothesize that there is a phenotypic
alteration in myocardial mast cells following LVAD
support, which leads to a change in concentration
and/or composition of mediators capable of re-
remodeling the myocardial matrix. To sustain our as-
sumption, we investigate the direct interaction be-
tween mast cells, isolated from failing myocardium
with or without previous LVAD support, and human
fibroblasts in a coculture model. To further validate
collagen production in vivo, we quantify heat-shock-
protein-47 (HSP-47) expression in myocardial fibro-
blasts. HSP-47, a specific molecular chaperone, is in-
volved in processing and secretion of pro-collagen [3].
MATERIALS AND METHODS
Isolation of Cardiac Mast Cells
Myocardial tissue was obtained from 10 patients with end-stage
dilated cardiomyopathy (DCM) at the time of transplantation. Five
patients were transplanted following LVAD support and five pa-
tients were transplanted without previous LVAD support. The ex-
planted hearts were immediately rinsed in cold saline (4°C). The left
ventricle and septum were removed and rinsed in cold Hank’s bal-
anced salt solution (HBSS). Tissue was then dissected in a Petri dish
into 1- to 2-mm fragments. Tissue fragments were washed three
times in HBSS and then incubated in enzymatic dispersion buffer
containing HBSS, 160 U/ml type 2 collagenase, 100 U/ml hyaluron-
idase, 1 U/ml protease, and 304 U/ml deoxyribonuclease I three
times at 37°C for 30, 15, and 15 min, respectively. At the end of the
first incubation, the supernatant from the partially dispersed tissue
was filtered through a 70-m-pore nylon mesh cell strainer into a
50-ml tube, diluted with HBSS, and centrifuged (40°C, 8 min, 160 G).
The cell pellet from the first incubation was then re-suspended in 25
ml HBSS and cells were washed two more times with HBSS and
pellets were re-suspended in HBSS and stored on ice. The superna-
tant from the second and third incubations in enzyme dispersion
buffer were processed in a similar fashion and combined with cells
from the first incubation. The combined cell isolations were collected
by centrifugation and the pellet was re-suspended in DMEM. A
portion of the cell isolate was stained histochemically to determine
the number of mast cells obtained (approximately 3.7  104/ml).
Collagen Production
Protein production of confluent fibroblast monolayer was assessed
by [3H]-proline incorporation into newly synthesized proteins includ-
ing collagen. Equal numbers of isolated mast cells were added to
confluent fibroblast cell cultures with the addition of [3H]-proline.
Total protein synthesis was determined in the co-cultures by scintil-
lation counting of an aliquot of washed cells/matrix. A second aliquot
was digested with collagenase followed by washing, precipitation,
and scintillation counting to obtain non-collagenous [3H]-proline in-
corporation. The mast-cell-specific degranulator, compound 48/80,
was added as indicated.
The following conditions were used to determine collagen produc-
tion at 12 h following cell incubations:
Fibroblasts  [3H]-proline
Fibroblasts  [3H]-proline  isolated mast cells
Fibroblasts  [3H]-proline  isolated mast cells  Compound
48/80
Fibroblasts were seeded in 24-well tissue-culture plates (104/well)
in 2 ml of supplemented DMEM/10% FCS until confluent. At the
time of mast-cell isolation, confluent cell media were changed to
DMEM/2% FCS to provide suboptimal growth and stimulation con-
taining [3H]-proline. Mast-cell isolates or media alone were added to
individual wells with or without stimulation by compound 48/80. The
co-cultures were incubated for 12 h and processed for [3H]-proline
incorporation.
Data are expressed as cpm of [3H]-proline incorporation per well,
and fibroblasts incubated with mast-cell isolates were compared with
cultures incubated with medium alone.
Myocardial HSP-47 Staining
HSP-47 staining was performed on matched tissue slides from 10
patients with DCM at the time of LVAD implantation and of trans-
plantation following LVAD support. Tissue slides from five donor
hearts not used for transplantation served as a control group. Myo-
cardial HSP-47 levels were determined by the use of immunostain-
ing with an anti-HSP-47 antibody (StressGen Biotechnologies Corp.,
Victoria, Canada). The prepared slides were stained using standard
immunohistochemistry protocols. The sections were rehydrated in
xylene, graded alcohols, and dH2O, followed by submerging the sec-
tions in 0.3% H2O2 for 30 min, washing in 1 PBS, followed by
incubation with blocking serum (1% horse serum with 0.5% nonfat
dry milk in 1 PBS). Slides were incubated with primary antibody at
a dilution of 1:100 in blocking serum for 60 min, followed by washing
the slides twice in 1 PBS (5 min each) and incubating with a
biotinylated secondary antibody (from the mouse ABC elite vec-
tastain kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 30 min. The
slides were washed twice in 1 PBS (5 min each) and incubated in
avidin biotin complex conjugated with horseradish peroxidase (HRP)
according to manufacturer’s directions. Then the slides were washed
twice in 1 PBS (5 min) and stained using a diaminobenzidine
(DAB) substrate kit (Vector Laboratories).
Statistics
Statistical analysis was performed using the statistics software
GraphPad Prism 3.0 for windows (San Diego, CA, USA). Differences
among the groups were determined by the unpaired Students t-test
and P  0.05 was considered as significant.
RESULTS
Mast-Cell/Fibroblast Coculture System
Stimulated mast cells isolated from DCM tissue
(without previous LVAD support) caused a 92% in-
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crease in [3H]-proline incorporation in fibroblasts com-
pared to mast-cell free culture (P  0.01), while stim-
ulated mast cells isolated from LVAD-supported
myocardium decreased the [3H]-proline incorporation
by 63% (P  0.01) from media alone (Fig. 1). Non-
stimulated mast cells did not significantly alter the
protein production over baseline. Additional experi-
ments showed that the fibroblast protein production
was qualitatively similar in collagen and non-collagen
proteins and that compound 48/80 alone had no effect
on [3H]-proline incorporation in cultured fibroblasts
(data not shown).
HSP-47 Verification in Fibroblasts
While slides of normal myocardium exhibited little
HSP-47 staining (one positive cell per microscopy
field), there was a highly significant increase in HSP-
47-positive cells in the pre-LVAD DCM tissue (34 pos-
itive cells per microscopy field; P  0.01). Post-LVAD
myocardium revealed a tremendous decrease in HSP-
47-positive cells (eight positive cells per microscopy
fields; P  0.01). Fig. 2A–D shows representative
HSP-47 staining in pre-LVAD, post-LVAD, and normal
myocardium. All HSP-47-positive cells also stained
positive for the fibroblast marker vimentin. Fig. 3 ad-
dresses the decrease in HSP-47-positive cells following
LVAD support.
DISCUSSION
In this study, we have examined the effect of mast
cells, isolated from normal, failing, and post-LVAD
myocardium, on co-cultured fibroblasts. Our results
demonstrated stimulated mast cells isolated from
DCM tissue increased the [3H]-proline incorporation in
collagen and non-collagen proteins qualitatively simi-
lar. Non-stimulated mast cells did not induce [3H]-
proline incorporation over baseline. Interestingly,
mast cells isolated from LVAD-supported myocardium
decreased the [3H]-proline incorporation in collagen
and non-collagen proteins below baseline. This in vitro
experiment confirmed previous results from our group,
that there is a change in mast-cell phenotype during
LVAD support, reflecting an increase in chymase-
negative mast cells. This shift in mast-cell distribution
from chymase-positive to chymase-negative mast cells
coincided with a decrease in collagen content and in
bFGF in the myocardium [4]. We postulated that these
changes in phenotypic expression in mast cells under
long-term LVAD support might alter fibroblast func-
tion and cause a shift of the tissue steady state in a
direction toward decreased extracellular matrix. How-
ever, the mechanism underlying the contribution of
mast cells to ECM degradation is still not elucidated.
There are several possibilities of mast-cell interaction:
Activated mast cells secrete mediators stimulating
fibroblasts and endothelial cells to release ECM de-
grading proteases [5]. Mast-cell proteases could acti-
vate latent ECM degrading proteases, such as pro-
MMP-3, pro-MMP-9, or pro-urokinase [6–8]. Chancey
et al. reported in vivo activation of MMP-2 in the rat
myocardium by stimulation of mast-cell degranulation
and an accompanying degradation of extracellular ma-
trix [9]. Finally, the mast-cell proteases could degrade
the ECM directly [10]. Fajardo et al. have recently
shown that tryptase, more precisely -tryptase, is
highly potent to degrade gelatin and also partially
denatured collagen I, which would underline the direct
degradation theory [11].
The results of our coculture system implicate a very
close relationship between mast cells and fibroblasts.
The fibroblast cultured only in fetal calf serum without
mast cells showed a baseline protein production, which
was further driven by activated mast cells isolated
from (unsupported) DCM myocardium and slowed
down by mast cells isolated from LVAD-supported
myocardium. To elucidate this relationship, both cell
types have to be characterized more precisely. Besides
over 50 serine endopeptidases (most of them with
trypsin- and/or chymotrypsin-like activities), lipid me-
diators, heparin, and histamine, mast cells can also
produce cytokines and growth factors. Puxxedu et al.
suggested in their review that the mast-cell cytokine
and growth-factor content is dependent on the
predominant-containing proteases, chymase and
tryptase or tryptase only [12]. In light of this theory
and observations of this and our previous study, the
increase of tryptase- and chymase-positive mast cells
in DCM is accompanied by an increase in mast cells
with a particular cytokine/growth factor composition,
which may stimulate fibroblasts to produce collagen
and increase fibrosis. Considering chymase as a pro-
fibrotic factor, possibly by conversion of angiotensin I
to angiotensin II [13, 14], there would be at least two
FIG. 1. [3H]-proline incorporation in the coculture system.
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different fibroses causing mechanisms, a direct and an
indirect stimulation of fibroblasts.
Because this study is based on a cell-culture system
and cells might behave differentially in vitro than they
would in vivo, we also investigated HSP-47 expression
in paraffin-fixed myocardium, a molecule known to be
strongly associated with collagen production in vivo.
HSP-47, that binds to pro-collagen molecules in the
endoplasmic reticulum, dissociates from them in the
cis-vesicles of the Golgi apparatus and acts as a molec-
ular chaperone during processing and secretion of pro-
collagen [3]. Takeda et al. have shown that expression
of HSP-47 mRNA is concurrent with the expression of
collagen mRNA of Types 1 and 3 [15]. After double
staining for HSP-47 and vimentin, there were only a
few positive cells per microscopy field in the normal
myocardium, but we observed a tremendous increase
in double-stained cells in DCM tissue (without previ-
ous LVAD support), implying a higher collagen produc-
tion in fibroblasts. However, in the myocardium follow-
FIG. 3. Decrease in HSP-47-positive cells following LVAD sup-
port.
FIG. 2. Staining for HSP-47 in DCM, LVAD-supported, and normal myocardium. (A) HSP-47 staining in DCM; (B) HSP-47 staining in
DCM in higher magnification; (C) HSP-47 staining in LVAD-supported myocardium; (D) HSP-47 staining in normal myocardium.
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ing LVAD support, there were fewer HSP-47-positive
cells per microscopy field, similar to normal myocar-
dium. Net changes in myocardial matrix are due to
changes in production rates in addition to changes in
degradation rates.
CONCLUSION
In our studies we observed the following:
A shift from chymase-positive mast cells in (unsup-
ported) DCM to chymase-negative mast cells in LVAD
supported myocardium.
A coinciding decrease in bFGF and collagen content
in DCM myocardium following LVAD support.
A decrease of HSP-47-positive cells following LVAD
support compared to pre-LVAD DCM myocardium.
An increase of protein production in fibroblasts co-
cultured with mast cells isolated from DCM tissue, and
a decrease of protein production below baseline in fi-
broblasts co-cultured with mast cells isolated from
LVAD supported myocardium.
We suggest that during LVAD support there is either
a phenotypic alteration of the myocardial mast cells or
an immigration of mostly chymase-negative mast cells,
which leads to a change in concentration and/or com-
position of mediators, capable of re-remodeling the
myocardial matrix.
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